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OBJETIVO GENERAL 
 
 
Construcción de un adenovirus recombinante que permita la expresión 
de proteínas inmunogénicas del virus de la Diarrea Viral Bovina  
 
 
 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 
1. Clonar la secuencia que expresa la proteína inmunogénica E2 del VDVB 
en un adenovector de primera generación.  
 
2. Evaluar in Vitro el nivel de expresión de la construcción, empleando un 
promotor viral constitutivo. 
 
3. Amplificar los virus recombinantes en células complementarias  a títulos 
que oscilen entre 10 10-12 partículas virales/ml. 
 
4. Implementar la tecnología de DNA recombinante en enfermedades con 
alto impacto en la producción pecuaria. 
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CONSTRUCCIÓN DE UN ADENOVECTOR QUE EXPRESE PROTEÍNAS 
INMUNOGÉNICAS DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA (BVDV) 
 
 
RESUMEN  
 
 
El desarrollo de vacunas recombinantes para el control de BVDV se realiza con 
el fin de superar los inconvenientes de las vacunas convencionales. Para  
propósitos de inmunización, el adenovirus se ha empleado como vector para 
transportar en su genoma genes extraños (transgenes) en regiones que son 
eliminadas (E1 y E3) no esenciales para la replicación e infectividad viral. Estas 
vacunas recombinantes permiten trabajar con las proteínas más 
inmunogénicas del virus como la glicoproteína de la envoltura E2. Esta proteína 
contiene los epítopes que inducen la producción de anticuerpos neutralizantes 
posteriores a la infección y a la vacunación.  
 
En esta investigación se construyó un Adenovirus recombinante de primera 
generación el cual expresa la proteína inmunogénica E2 del VDVB, a partir de 
una cepa de referencia. Para esto, el gen viral E2 fue clonado en dos formas: 
completa y truncada. La forma completa está constituida por 1380pb y la 
truncada por 1080pb. Estas fueron amplificadas por RT-PCR y clonadas dentro 
del plásmido pAdenovatorCuoCU-IRES-GFP. Este es un vector de 
transferencia que constitutivamente expresa el promotor viral CMV. A los genes 
de la E2 se les adicionó sitios de restricción para la enzima BglII que facilitaron 
la inserción dentro del plásmido. Posteriormente, el pAdenovatorCuoE2 IRES-
GFP se recombinó con el plásmido de expresión adenoviral pAdeasy-1. Este 
procedimiento se llevó a cabo en bacterias electrocompetentes que permiten la 
recombinación como las E.coli BJ5183. Una vez obtenido el plásmido 
adenoviral con el transgen (pAdeasy-1CMV5E2-IRES-GFP), se evaluó in Vitro 
el nivel de expresión de la construcción en células 293A transfectadas 
transitoriamente, mediante fluorescencia y western blot. Finalmente, se 
amplificó el virus recombinante en las mismas células complementarias. 
 
En la investigación se logró la amplificación de la proteína a partir de la cepa de 
referencia, la inserción en el vector de transferencia bajo el control de un 
promotor y la obtención del adenovirus recombinante.  
 
Con esta construcción se espera ampliar el conocimiento en el desarrollo de 
estas vacunas y comenzar a generar biológicos con cepas nativas; así como 
también, empezar a implementar esta tecnología con otros virus de igual o 
mayor impacto en las explotaciones pecuarias colombianas. 
 
PALABRAS CLAVES: Adenovirus, Diarrea Viral Bovina, plásmido, transgen.  
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CONSTRUCTION OF A RECOMBINANT ADENOVIRAL EXPRESSING 
IMMUNOGENIC PROTEINS OF THE BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS 
(BVDV) 
 
 
                        SUMMARY 
 
Novel approaches to BVDV vaccination like recombinant vaccines have been 
development to overcome the shortcomings of the conventional vaccines. In 
this context the adenoviruses have been employed like a gene transfer vector 
for immunization purposes. The principal sites of insertion of foreign genetic 
material into the adenovirus are the E1 and E3 regions. These are called of first 
generation.  The main foreign genetic materials in the recombinant vaccines to 
BVDV are the immunogenic proteins like the envelope glycoprotein E2. It elicits 
the antibodies neutralizing after immunization and infection. 
 
In the research we constructed a recombinant adenovirus which expresses a 
portion of BVDV genome that encodes glycoprotein E2 from the NADL strain. 
This protein was cloned in two forms: E2 complete and E2 truncated lacking a 
part of membrane anchor in order to evaluate the expression on the vector.  
The clone E2 complete contains 1380pb and the E2 truncated contains 1080pb. 
They were amplified by reverse transcription PCR and then inserted into the 
pAdenovatorCuoCUIRES-GFP. This is a shuttle vector which constitutively 
express CMV promoter. All E2 genes contain BglII restriction sites at both site 
ends. The DNA of shuttle vector was also cleaved by the same enzyme to 
remove the Cu gen. The E2 and plasmid were ligated and the specificity of the 
cloning was determined by sequencing. Then we made the co-transformation of 
the PmeI linearized shuttle vector recombinant and pAdEasy-1 into E.coli 
BJ5183 in order to allowed homologous recombination. Once obtained the 
adenoviruses recombinant, this was employed to transfect a cell line permissive 
293A. This is a cell line derived from human embryonic kidney cell which 
expressed E1 viral gene they are permissive for grow of Ad viruses that are 
defective in E1 functions. We made these transfections to obtained high levels 
of the adenovirus recombinant. The expression of E2 was determinate by the 
reporter gen GFP is this cell line and western blot as well.  
 
The expression of E2 from laboratory strain is a starting point for the 
development of a recombinant vaccine from native’s strains virus. We hope to 
employ these constructions to evaluate the immunogenicity. 
 
We also hope employ this technology in virus with more impact in our 
husbandry.  
 
Key words: Adenovirus, Bovine Viral Diarrhea Virus, plasmid, transgen 
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0BCAPITULO I 
INTRODUCCIÓN 
 
 
El virus de la diarrea viral bovina (BVDV) es uno de los agentes infecciosos 
más importantes del ganado bovino. Este virus presenta una distribución 
mundial y es endémico en la mayoría de las poblaciones, alcanzando un nivel 
de seropositividad del 40 al 80%.  
 
La naturaleza insidiosa del virus ha llevado a grandes pérdidas económicas 
principalmente de origen reproductivo, reflejadas en las producciones de leche 
y carne. Estas pérdidas se relacionan con el aumento en el número de días 
abiertos, abortos, disminución en la calidad de semen, así como en los costos 
de tratamiento en animales enfermos y en las pérdidas en producción (Houe H 
1999; Valle P et al 2005). La cuantificación de pérdidas económicas frente a la 
infección con BVDV en hatos lecheros en Europa se ha calculado entre 13-160 
€ por vaca al año dependiendo de la forma de presentación de la enfermedad 
(Fourichon C, 2005). Las pérdidas se pueden incrementar cuando el BVDV se 
combina con otros patógenos como los del complejo respiratorio (Gunn G, 
2005). En Estados Unidos, las pérdidas económicas adjudicadas al BVDV han 
sido estimadas entre 20 a 57 millones de dólares por cada millón de terneros. 
En Colombia, no se han calculado las pérdidas económicas específicas para el 
BVDV, pero sí se han determinado de forma general las ocasionadas por las 
enfermedades reproductivas siendo de 44.000 millones de pesos anuales; 
donde se infiere que la BVDV juega un papel importante debido a su alta 
prevalencia (50-58%) en los hatos colombianos (Castañeda V,2004). 
 
Una de las características más importantes de este virus es su alta frecuencia 
de mutación y la tendencia a la recombinación, lo que ha llevado a una gran 
diversidad genética y antigénica, este problema se ve reflejado en las múltiples 
manifestaciones clínicas. De esta manera, la infección del ganado con el VDVB 
puede resultar en uno de tres síndromes: Diarrea viral bovina (o infección 
postnatal primaria), la infección persistente y la enfermedad de las mucosas 
(Potgieter L, 1996). Así mismo, la alta variabilidad genética dificulta el control 
de la enfermedad (Bolin S ,2004). Los programas de control empleados por los 
diferentes países se fundamentan en gran medida en la eliminación de la 
principal fuente de infección: los animales persistentemente infectados (PI), ya 
que estos constituyen los reservorios asintomáticos de la enfermedad; así 
como en mejorar la respuesta inmune mediante el empleo de vacunas 
(Lindberg A, 1999).  
 
Existen varias vacunas inactivadas y a virus vivo modificado para el control de 
la enfermedad. Las vacunas inactivadas son vacunas seguras y se pueden 
administrar en cualquier momento de la gestación pero requieren de una 
inmunización periódica para mantener los niveles de anticuerpos vacúnales 
(Oirschot J, 1999). En el caso de las vacunas a virus vivo modificado (LMV), las 
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cuales contienen cepas atenuadas del BVDV capaces de replicarse en el 
huésped, inducen una respuesta inmune rápida que puede mantenerse por 
más de un año. Sin embargo, desarrollan efectos colaterales por la capacidad 
de atravesar la barrera placentaria e infectar el feto, así como la generación de 
inmunosupresión predisponiendo al animal a infecciones con otros patógenos 
(Houe H, 2006).  
 
Estas vacunas convencionales se han empleado por décadas sin una evidente 
reducción de la prevalencia o un control efectivo de la enfermedad. Por lo 
anterior, se han empezado a implementar metodologías biotecnológicas para 
generar vacunas mediante el empleo de DNA plasmídico y los vectores virales. 
Estas técnicas se fundamentan en el uso de un vector que permite una 
eficiente expresión de un transgen (generalmente un antígeno viral) y su 
correcta presentación generando una potente inmunidad humoral y celular 
(Harpin S et al 1999; Liu Q 2003). Los vectores empleados en terapia génica se 
clasifican en dos categorías: virales y no virales (Bostock CJ, 1990). Entre los 
vectores virales vacunales usados para el BVDV y otros virus animales se 
encuentran: los herpesvirus, adenovirus, baculovirus, poxvirus, togavirus y 
retrovirus.  
 
Para poder ser empleados como vectores, a estos virus se les realiza deleción 
de genes involucrados en el proceso replicativo lo que disminuye su 
infectividad; en estos sitios de deleción se introduce el gen o genes de interés 
(transgen) (Bostock CJ, 1990). Entre las desventajas que presentan estas 
vacunas están la corta expresión del transgen, ya sea por la respuesta inmune 
generada contra las proteínas del vector viral o por la presencia de anticuerpos 
pre-existentes contra el virus que sirve como vector vacunal. Para solucionar 
este problema se utilizan serotipos virales que infectan otras especies contra 
los cuales no hay inmunidad preexistente (Jooss K, 2003). 
 
Las proteínas inmunogénicas del BVDV se han expresado a través de varios 
plásmidos DNA y en diferentes vectores virales. En el presente trabajo se 
empleó un adenovirus como vector, debido entre otros, a su facilidad de 
manipulación en laboratorio, se obtienen altos títulos de virus vacunal, presenta 
la ventaja de no integrarse al genoma celular, y se ha caracterizado bien la 
respuesta inmune inducida (Pinto P, 2002). 
 
Los trabajos que se vienen realizando en vacunas recombinantes con el virus 
de la diarrea viral bovina se basan en construir un sistema eficiente para la 
expresión y presentación de antígenos que induzcan una potente inmunidad 
humoral y celular. El transgen más empleado es el que codifica para la proteína 
viral más inmunogénica: la glicoproteína (gp) E2 de la envoltura, contra la cual 
están dirigidos la mayor parte de anticuerpos neutralizantes posteriores a la 
infección y a la vacunación. La secuencia de esta proteína se ha clonado de 
forma completa, truncada o quimérica (unida a proteínas del vector). Esto se 
debe a que cada una de estas formas modifica la expresión de la glicoproteína 
en la superficie celular y por consiguiente su presentación y respuesta inmune 
(Donofrío G, 2006, Liang R, 2007). La proteína completa es retenida dentro de 
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la célula ya que su extremo C-terminal funciona como dominio de anclaje de 
membrana; de igual manera, contiene una señal de localización intracelular la 
cual es responsable de su retención en el retículo endoplásmico. Esta retención 
hace que se genere una menor  respuesta inmune al no ser detectada por el 
sistema inmune. A diferencia de la proteína truncada o con deleción del 
dominio de anclaje de membrana, la cual alcanza la superficie celular y por lo 
tanto genera una mayor respuesta inmune (Liang R, 2007). 
 
Debido a que la secuencia que codifica el gen de la proteína E2 es 
hipervariable, es decir, no se conserva entre los diferentes genotipos del virus 
(Stokstad M, 2004), se han desarrollo estudios con proteínas más conservadas 
entre los pestivirus, como la proteína C de la cápside, la proteína no estructural 
NS3, etc., (Elahi S et al, 1999, Nobiron I et al, 2000). Al trabajar con los genes 
de estas zonas conservadas se inducen anticuerpos contra desafíos 
homólogos y heterólogos; sin embargo, la protección luego de la vacunación 
con vectores que expresen estas proteínas no está completamente definida. 
 
La mayor ventaja obtenida empleando vacunas recombinantes es que permiten 
trabajar con solo una fracción del genoma viral (ej. Secuencias que codifiquen 
para las proteínas más inmunogénicas del virus), evitando la exposición al virus 
completo; disminuyendo la probabilidad de reversión viral y por lo tanto 
evitando la presentación de la enfermedad.  
 
Es así como el desarrollo de estas vacunas constituyen una alternativa 
promisoria para la generación de biológicos seguros y eficaces para el control 
del VDVB. Así mismo, permite comenzar a desarrollar vacunas a partir de 
cepas nativas del virus con el fin de proteger los animales con las cepas 
actuantes en el medio. De igual manera, la tecnología del ADN recombinante 
es una alternativa para el tratamiento y control de varias enfermedades, por 
esto es necesario implementar  estas metodologías en enfermedades de gran 
impacto para la salud humana y animal.  
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CAPITULO II 
REVISIÓN DE LITERATURA 
 
 
1. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD: 
 
 
El virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV) fué reconocido por primera vez en  
los Estados Unidos por Olafson y col., en 1946, en hatos con síndrome agudo 
caracterizado por fiebre, diarrea, anorexia y tos (Baker JC, 1987). Ramsay y 
Chivers en 1953, describieron una enfermedad esporádica caracterizada por 
diarrea profusa, emaciación, ulceraciones en la mucosa del tracto alimenticio y 
una mortalidad del 100%. Posteriormente, se determinó que los dos síndromes 
eran provocados por el mismo virus (Baker JC.1987; Moenning V, 1993). A 
finales de los 60´s se describieron dos biotipos del virus: el citopático (cp) y el 
no citopático (ncp), por su habilidad de causar efecto citopático y muerte celular 
en cultivos celulares in vitro. El biotipo cp  induce destrucción masiva celular 
mediante la formación de vacuolas citoplasmáticas llevando a la muerte de las 
células pocos días después de la infección, mientras que el biotipo ncp no 
induce ningún efecto aparente en cultivo (Brock K, 2004). 
 
Los avances en secuenciación genética a finales de los ochenta permitieron 
establecer dos genotipos: el 1 y 2, caracterizados por diferencias en la región 
5´ UTR y en la región que codifica para la proteína E2 principalmente. El 
genotipo 2, el cual surgió en Norte América y Canadá se correlaciona con 
sintomatología hemorrágica y alta mortalidad (Ridpath J et al, 2006). De esta 
manera, en la naturaleza existen 2 biotipos y 2 genotipos. Adicionalmente, cada 
genotipo presenta subgenotipos los cuales muestran una homología entre sí 
del 80 al 85%. En la actualidad se han reportado en la literatura 11 
subgenotipos de BVDV tipo 1 (a-j) y 2 subgenotipos del BVDV- 2 (a y b)  
 
Recientemente, algunos aislamientos a partir de suero fetal bovino 
contaminado y de un búfalo PI  en Brasil y de jirafas en Kenia ha llevado a 
sugerir la presencia de un tercer genotipo BVDV3 (Ridpath J, 2009). Estos 
nuevos aislamientos son muy similares a los genotipo 1 y 2 del BVDV de 
acuerdo a su homología con las regiones del genoma: 5´UTR, Npro y E2 (Liu L 
et al, 2009).  
 
Esta diversidad genética del BVDV está asociada con la propensión de los 
virus RNA a modificaciones genómicas como mutaciones y recombinaciones 
(Bolin S et al, 2004). 
 
 
1.1. HISTORIA Y ESTUDIOS REALIZADOS EN COLOMBIA: 
 
En Colombia, los primeros reportes de la enfermedad datan de 1975, tras el 
ingreso al país de terneros enfermos importados desde Holanda. Los hallazgos 
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a la necropsia y las pruebas serológicas de estos animales mostraron como 
diagnóstico la presencia de la “Enfermedad de las Mucosas (EM) “(Borda A, 
1975). Se han realizado diferentes estudios en el país, que comprueban su 
presencia. En 1981, Gallego y col. evidenciaron la presencia de la enfermedad 
en un hato de la Sabana de Bogotá a través de la seroconversión de animales 
no vacunados y previamente negativos, así mismo realizaron un estudio con 
113 fincas incluyendo 4015 bovinos, los resultados en el caso del VDVB, 
mostraron que 1938 (47.2%) fueron reactores a la prueba de 
seroneutralización, siendo la DVB la entidad que presentó mayor reactividad en 
las poblaciones evaluadas (Parra J, 1994). En 1990, Mogollón y col, reportan 
por primera vez en el país un caso de EM, con aislamiento e identificación de 
los dos biotipos: ncp y cp (Vera V et al, 2003). En 1992, Vera y col, realizaron 
estudios sobre el virus de la DVB como agente contaminante en cultivos 
celulares de tejidos animales, encontrando un 92.4% de cultivos celulares 
primarios de riñón fetal bovino positivos a la presencia del virus. Así mismo, en 
este estudio se encontró que las cepas contaminantes eran del biotipo 
citopático (Ramírez G, 1993). Parra y col. (1994), encontraron una 
seropositividad del 89% al VDVB en 101 animales en fincas de la Sabana de 
Bogotá mediante la seroneutralización viral e identificó co-infecciones con otras 
entidades como IBR, leucosis y leptospira (Parra J, 1994). Mendigaña y col. 
(1994), encontraron diferencias entre las proteínas virales de cepas de campo 
cp y ncp aisladas en Colombia (Mendigaña C, 1996). En 1996, Jaime y col., 
determinaron la presencia de animales persistentemente infectados en hatos 
lecheros de la Sabana de Bogotá mediante la detección viral a partir del cultivo 
de linfocitos (Jaime J, 1996). En el 2004, Burbano H y col., estandarizaron la 
técnica de RT-PCR  para el BVDV mediante el empleo de primers específicos 
para una de las regiones más conservadas del genoma: la región 5’ UTR 
(Burbano H, 2004).  
 
Para la fecha se desconoce en el país la presencia del genotipo 2, pero este se 
ha aislado en Argentina y Brasil (Flores E et al, 2002),  por lo cual se requiere 
realizar estudios epidemiológicos para determinar su presencia y actividad. 
 
 
1B2. BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DVB 
 
20B .1. ETIOLOGÍA:  
 
Es un miembro del género pestivirus de la familia Flaviviridae, junto con el  
virus de la peste porcina clásica (CSFV) y  la enfermedad de las fronteras en 
las ovejas (BDV) (Hamers C et al, 2001).  Los virus de este género infectan 
artiodáctilos (mamíferos ungulados) y cruzan la barrera entre especies. Sin 
embargo, su replicación in vivo e in vitro en huéspedes no adaptados es 
ineficiente (Hamers C et al, 2001; Liang D et al, 2003). Liang y col. 
determinaron que VDVB  es capaz de replicarse en células bovinas y ovinas a 
diferencia del BDV el cual presentó una menor replicación en células bovinas, 
estó confirma el tropismo entre especies (Liang D et al, 2003).  
 
 
8
 
21B .2. CARACTERISTICAS VIRALES:  
 
El genoma de VDVB es un ARN con polaridad positiva, no segmentado y de 
banda sencilla, posee una longitud de 12.5 kilobases (Lectora W, 2003; 
Hamers C et al, 2001). El virus tiene forma esférica con un diámetro entre 40 a 
60nm. Está constituido por una cápside icosahedrica, rodeado de una envoltura 
lipóproteica tomada de la membrana citoplasmática (Mettenleiter T et al, 2008). 
Ver figura 1.  
  
Figura 1. Representación esquemática del virión del BVDV. El BVDV está 
constituido por 3 proteínas de envoltura (Erns, E1 y E2) y la proteína de la 
cápside viral la cual empaqueta el  ARN genómico. 
 
El genoma del VDVB carece de dos estructuras típicas encontradas en los 
extremos terminales de la mayoría de los ARNm de las células eucariotas: la 
región cap en el extremo 5´y la cola poli A en el extremo 3´. Posee un marco 
abierto de lectura (ORF) que codifica para una poliproteína de 
aproximadamente 4000 aminoácidos. En el extremo 5' sin traducir se encuentra 
una secuencia de 370 nucleótidos no codificante que imita la estructura CAP, 
esta funciona como un sitio de entrada ribosomal interno (IRES) que favorece 
la transcripción de la poliproteína viral. Estos elementos IRES fueron 
inicialmente identificados dentro del RNA de los picornavirus, posteriormente se 
identificaron en otros virus (Hellen C, 2007). 
 
22B .3. REPLICACIÓN VIRAL:  
 
El virus presenta tropismo por las células mitóticamente activas como las 
células epiteliales, los linfocitos y los mononucleares (Jaime J, 1996). Se han 
establecido diferencias en el tropismo celular dependiendo del biotipo actuante. 
De esta manera, se ha observado que los biotipos no citopáticos prefieren 
leucocitos, órganos linfoides y células del tracto respiratorio mientras que los 
biotipos citopáticos se restringen más al tracto digestivo (Hamers C et al, 2001). 
En el proceso de adhesión y penetración de virus a la célula están involucradas 
las proteínas de la envoltura viral (Erns, E1 y E2), las cuales interactúan entre 
sí mediante puentes de disulfuro formando heterodimeros (Lazar C et al, 2003). 
Aunque los  eventos iníciales del ciclo de infección del BVDV no son bien 
conocidos (Hulst H et al, 2001); se ha mostrado que la adhesión y entrada viral 
Envoltura viral 
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se lleva a cabo en dos pasos (Iqbal M et al, 2000). El primero, consiste en la 
interacción o unión de la Erns con un receptor de la superficie celular 
desconocido;  y el segundo, la interacción de la E2 con una molécula más 
especifica en la superficie, necesaria para mediar  la penetración de las células 
(Hulst H et al, 2001; Iqbal M et al, 2000). Varias proteínas de superficie se han 
identificado como receptores para los pestivirus, pero ninguna se ha 
caracterizado bien. Mediante el empleo de anticuerpos anti-idiopáticos dirigidos 
contra las dos proteínas de la envoltura implicadas en el proceso de adhesión y 
penetración, se ha evidenciado que los glicosaminoglicanos de la superficie 
celular (GAGs) pueden servir como receptores para la Erns, y en el caso 
específico de la E2 se ha observado una proteína de superficie de 50kDa como 
receptor específico (Iqbal M et al, 2000). También, se han sugerido otros 
posibles receptores para la E2 como el receptor de baja densidad lipoproteíco y 
una proteína de superficie de unión de actina de 60kDa (Iqbal M, et al, 2000). 
Luego de adherirse y penetrar en la célula huésped, el virus ingresa al 
citoplasma por un proceso de endocitosis mediado por pH ácido y libera su 
genoma. Al liberarse el RNA viral en el citoplasma actúa como un RNAm, este 
entra en contacto con los ribosomas en la subunidad 40S mediante un dominio 
específico en el extremo 5´UTR (IRES) para iniciar la traducción (Hulst H et al, 
2001). Este virus utiliza el retículo endoplásmico de la célula como sitio primario 
para el procesamiento de proteínas, biogénesis de las glicoproteínas de la 
envoltura y formación del virión (St-Louis M et al, 2005). El RNA viral es 
traducido en una poliproteína que es posteriormente clivada por enzimas 
virales y celulares (endoproteasas) en los diversos polipéptidos (proteínas 
estructurales y no estructurales) (Agapov E et al, 2004).La replicación del 
genoma viral se da por la RNA polimerasa dependiente del RNA viral, la cual 
produce bandas complementarias al genoma pero de sentido negativo, 
posteriormente, la polimerasa viral usa esta planilla negativa para sintetizar 
nuevas moléculas de RNA positivo las cuales son encapsidadas para formar 
nuevos viriones (Hamers C, et al 2001,Choi K et al, 2006).  Cada célula 
infectada libera entre 100 a 1000 viriones que alcanzan el medio extracelular 
mediante exocitosis (Hamers C et al, 2001).  
 
 
23B .4. PROTEINAS VIRALES:  
 
La maduración de las proteínas ocurre por un proceso catalítico co-traduccional 
y postraduccional a partir de una poliproteína precursora la cual da origen entre 
11 a 12 proteínas dependiendo el biotipo cp o ncp (Lackner T et al, 2004) 
(Figura 2). El clivaje de estas proteínas es mediado por proteasas celulares o 
virales (Méndez E et al, 1998). 
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Figura 2. Representación esquemática del genoma del BVDV.  El BVDV está 
compuesto por 4 proteínas virales estructurales (C, Erns, E1 y E2) y de 7 a 8 
proteínas no estructurales dependiendo el biotipo. Esta diferencia de proteínas 
en los biotipos ocurre por clivaje de la NS2-3 en los biotipos cp dando origen a 
la proteína NS3. 
 
92B .4.1. Proteínas estructurales: 
 
Conformadas por una proteína de la cápside C y tres proteínas de la envoltura 
(Erns, E1 y E2). La proteína C de la cápside empáqueta el ARN genómico. La 
proteína de la envoltura Erns es importante en la infección viral por su 
interacción con la membrana plasmática. Así mismo; esta proteína, regula la 
síntesis de RNA en células infectadas (Lazar C et al, 2003; Hulst H et al, 
2001).La glicoproteína E1 forma dímeros con la E2 y esta última es la proteína 
más importante del virión, debido a que contiene los epítopes que inducen la 
producción de anticuerpos neutralizantes posteriores a la infección y a la 
vacunación, así mismo, esta proteína es la responsable de la adhesión viral.  
 
93B2.4.2. Proteínas no estructurales o reguladoras:  
 
El clivaje de estas proteínas es mediado por una proteasa viral, la NS3. Esta 
proteasa requiere de NS4A como co-factor para el clivaje (Méndez E et al, 
1998). Estas proteínas están involucradas en el proceso replicativo del virus. 
Entre ellas están la Npro,  P7, NS2, NS2-3, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B 
(Lackner T et al, 2004). La proteína Npro presenta actividad auto proteolítica en 
el extremo C terminal. La p7 se ha visto asociada con la proteína estructural E2 
en células infectadas, pero se desconoce su función. La NS5B presenta 
actividad RNA polimerasa dependiente de RNA viral (RDRP) (Choi K et al, 
2006). 
 
La proteína NS2-3 presente en los biotipos cp y ncp, es una de las más 
importantes debido a que da origen a la proteína NS3  solo presente en los 
biotipos citopáticos (Hamers C et al, 2001) (Figura 2).  La NS3 con un peso de 
80KDa es una proteína multifuncional con actividad de serina proteinasa, 
ATPasa y helicasa (Agapov E et al, 2004, Gu B et al 2000). Esta proteína viral 
es altamente inmunogénica en células infectadas por el virus (Lackner T et al, 
2004). Elahi y col. en 1999, establecieron que proteínas no estructurales como 
la NS3 son estimuladoras de la inmunidad celular (Elahi S et al, 1999).  
 
 
2B3. DIVERSIDAD VIRAL:  
 
Los virus RNA como el VDVB son propensos a modificaciones genómicas 
como mutaciones y recombinaciones (Bolin S, 2004). Esta variabilidad del virus 
se ha asociado en parte a la RNA polimerasa viral la cual no corrige los 
nucleótidos mal incorporados en la replicación viral (Hamers C et al, 2001). 
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Análisis moleculares del genoma de los biotipos citopáticos (cp) han 
establecido, que estos surgen o evolucionan de los biotipos no citopáticos. La 
habilidad de generar mutantes de los virus, ha permitido que puedan adaptarse 
rápidamente a las respuestas del huésped y, en ocasiones establecer la 
enfermedad crónica o persistente (Bolin S, 2004). La recombinación genética 
puede surgir cuando 2 viriones infectan una misma célula (Hamers C et al, 
2001). Los re-arreglos encontrados en los biotipos cp incluyen: inserciones 
celulares, duplicaciones o deleciones de la secuencia viral (Becher P et al, 
1998). Estos se han observado principalmente en la región del  genoma que 
codifica la proteína NS2-3, donde introducen un sitio de clivaje resultando en el 
procesamiento de la proteína NS2-3 en NS3 (Hamers C et al, 2001). Entre los 
ejemplos de rearreglos se tiene: la inserción de la secuencia celular de 
Ubiquitina (Ub) adyacente al extremo N terminal de la NS3 (figura 2), 
deleciones de secuencias del genoma como la deleción desde la secuencia 
que codifica para la proteína C hasta la NS2, lo que hace que la Npro se 
fusione directamente con la NS3. Estos rearreglos generan el clivaje de la 
proteína NS2-3 por la actividad proteolítica de la Npro (Méndez E et al, 1998). 
La proteína NS3 se considera, como la causante de inducir el efecto citopático 
(Ridpath J, 2005).  
 
24B3.1. BIOTIPOS VIRALES:  
 
Existen en la naturaleza 2 biotipos: el citopático (cp) y el no citopático (ncp) que 
se diferencian por su habilidad de causar muerte celular en cultivos celulares in 
vitro. El biotipo cp  induce destrucción masiva celular mediante la formación de 
vacuolas citoplasmáticas con la muerte de las células pocos días después de la 
infección (Benfelt S et al, 2003).   
 
La destrucción celular generada por el virus DVB se ha asociado con la 
acumulación de grandes cantidades de RNA viral en la célula, activación de las 
caspasas iniciadoras (caspasa 9 y 8) por parte de la proteína NS3 y  estrés en 
el retículo endoplásmico al emplearlo en procesamiento de sus proteínas (St-
Louis M et al, 2005). La infección viral en células MDBK ha permitido  detectar 
la sobreexpresión  de algunas proteínas implicadas en el desarrollo de la 
apoptosis como: la GRP78 (chaperona residente en el retículo que aumenta su 
expresión ante el estrés provocado por la infección), activación de PERK, el 
cual es un monómero inactivo en las células sin estrés, que frente a 
condiciones de estrés se dimeriza y fosforila el sustrato eIF2α (factor 2 de 
iniciación). Este factor de iniciación, induce la transcripción del factor de 
transcripción nuclear CHOP/GADD153, el cual tiene efectos directos al 
disminuir la expresión del gen antiapoptotico Bcl-2. Esta cascada de eventos no 
se evidencia en los cultivos infectados con biotipos no citopáticos (St-Louis M 
et al, 2005).  
 
El biotipo ncp prevalece más en la naturaleza. No causa efectos visibles en las 
células. Se ha establecido que algunos virus como mecanismo de evasión 
contra el sistema inmune del organismo apagan una  de las respuestas más 
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comunes ante una infección viral: la apoptosis. El mecanismo aún es 
desconocido, pero se cree que es debido a la capacidad de inhibir la vía de las 
caspasas. En el caso de los biotipos no citopáticos del VDVB se ha observado 
una sobre expresión del gen antiapoptotico Bcl-2 (Benfelt S et al, 2003, Ridpath 
J, 2005). 
 
Aparte de evidenciar diferencias entre los biotipos en cultivo, también se han 
observado diferencias en la respuesta inmune del huésped infectado. Entre 
estas diferencias se tienen la producción de interferón (INF) por parte del 
organismo. Una vez entra al huésped, el BVDV cp induce la producción de 
INFα, a diferencia del biotipo ncp que parece inhibir la producción de este 
(Brackenbury L et al, 2003). Este bloqueo en la producción de interferón por 
parte del biotipo ncp es una de la hipótesis en la generación de animales 
persistentemente infectados (Chase C et al, 2004; Schweizer M et al 2001).  
 
25B3.2. GENOTIPOS VIRALES:  
 
Por estudios de secuenciación, el BVDV ha sido dividido en dos genotipos: el 1 
y el 2, caracterizados por secuencias diferentes en el ácido nucleíco 
principalmente en la región 5 ´ UTR y en las secuencias codificantes para Npro 
y E2 (Vilcek S et al, 2005). Los genotipos presentan una homología 
aproximadamente de 60%, las diferencias se encuentran restringidas a tres 
zonas hipervariables, dos de las cuales están en la región gp53/E2 y la otra en 
la región 5’ sin traducir UTR (Ridpath J et al, 2000). El genotipo 2 ha 
presentado mayor prevalencia en EUA y Canadá, se ha asilado en algunos 
países de Europa y en América del Sur. Entre estos últimos, se ha aislado en 
Brasil y Argentina, aunque falta realizar estudios de prevalencia en otros países 
de América (Vilcek S et al, 2005; Ridpath J, 2005).  
 
Los dos biotipos se encuentran presentes en los dos genotipos (Bolin S, 2004). 
El virus DVB1 causa fiebre, diarrea, neumonía, lesiones en mucosas y 
leucopenia. El virus DVB2 se ha asociado con el síndrome hemorrágico 
caracterizado por la presentación de fiebre alta, leucopenia, trombocitopenia, 
diarrea y muerte en terneros  adultos (Kelling C et al, 2001). Estudios de RT-
PCR, amplificando las diferentes regiones del VDVB han permitido identificar 
también algunos subgenotipos (Ridpath J, 2005). Estos, presentan una 
homología entre el 80 al 85%. En la actualidad se han determinado 11 
subgenotipos de VDVB tipo 1 (a-j) y 2 subgenotipos del VDVB- 2 (a y b), 
aunque estos no han sido reconocidos por el Comité Internacional en 
Taxonomía de virus ICTV (Ridpath J, 2005). La reacción cruzada entre uno y 
otro genotipo es muy baja lo que dificulta las metodologías diagnósticas y la 
generación de vacunas, a diferencia de los subgenotipos del mismo genotipo 
que presentan mayor reactividad (Ridpath J, 2005). 
 
Recientemente, algunos aislamientos a partir de suero fetal bovino 
contaminado y de un búfalo PI  en Brasil y de jirafas en Kenia ha llevado a 
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sugerir la presencia de un tercer genotipo BVDV3 (Ridpath J, 2009). Estos 
nuevos aislamientos son muy similares a los genotipo 1 y 2 del BVDV de 
acuerdo a su homología con las regiones del genoma: 5´UTR, Npro y E2 (Liu L 
et al, 2009).  
 
 
3B4. PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD 
 
La infección con el VDVB depende de muchos factores como el agente, el 
huésped y  el medioambiente. La infección del ganado con el VDVB puede 
resultar en uno de los tres síndromes definidos para la enfermedad: diarrea 
viral bovina (o infección postnatal primaria), infección fetal y la enfermedad de 
las mucosas (Potgieter L, 1997) (Fig.3).  
 
26B4.1. INFECCIÓN POSNATAL PRIMARIA:  
 
Es la forma clásica de la enfermedad. El animal se puede infectar con un 
biotipo citopático o no citopático y desarrollar una forma de presentación 
respiratoria, digestiva o reproductiva. Puede resultar en infección subclínica o 
enfermedad severa con alta mortalidad que puede acompañarse con 
trombocitopenia y diatésis hemorrágica (Walz P et al, 2001). La enfermedad 
respiratoria puede ser una de las principales manifestaciones de la infección 
generalizada por VDVB (Potgieter L, 1997). El tropismo de este virus por el 
sistema inmunológico al infectar las células blancas y causar depleción de 
linfocitos B y T circulantes, resulta en una inmunosupresión que favorece la 
infección con otros patógenos (Chase C et al, 2004). Existe evidencia 
epidemiológica y experimental de que el BVDV está directamente asociado con 
el Complejo Respiratorio Bovino (CRB) (Potgieter L, 1997); interactuando con 
patógenos como Parainfluenza bovina tipo 3 (PI-3), Rinotraqueitis infecciosa 
bovina (IBR), Coronavirus, rotavirus, Pasteurella spp, Salmonella spp, etc. 
 
 
 
14
Figura 3. Diagrama de los diferentes síndromes ocasionados por la infección 
con BVDV. La infección posnatal es la forma clásica de la enfermedad, la cual 
resulta en infección subclínica o enfermedad severa. El desarrollo de la 
infección persistente se debe a la exposición al virus en el primer tercio de la 
gestación cuando el sistema inmune del feto esta en desarrollo, convirtiendo a 
los terneros en los principales diseminadores de la enfermedad.  La 
enfermedad de las mucosas se desarrolla a partir de animales PI que 
adquieren un virus citopático. 
 
La infección fetal con BVDV depende del momento de la exposición al virus 
durante la gestación y está asociada con la diseminación transplacentaria del 
virus durante la viremia.  De 0 a 45 días: muerte embrionaria; de 45 a 175 días: 
aborto, inmunotolerancia y defectos congénitos; de 125 a 285 días: abortos, 
nacimiento de terneros débiles, aunque también pueden nacer terneros 
normales con anticuerpos neutralizantes pre-calostrales para VDVB (Grooms 
D, 2004). El antígeno viral ante la infección de hembras gestantes se ha 
detectado en el útero, placentomas, membranas y órganos fetales (Fredickden 
B et al, 1999). 
 
La infección venérea ocurre al emplear toros infectados de forma aguda o 
persistentemente infectados. La contaminación del semen con este virus 
obedece a que este se replica en la vesícula seminal y la glándula prostática. El 
semen infectado altera su calidad observándose disminución de la motilidad 
espermática y aumento en el porcentaje de anormalidades morfológicas de los 
espermatozoides (Da silva et al, 1995). 
 
Segundo Síndrome: Persistentemente infectados 
Primer Síndrome: Infección posnatal 
Infección 
DVB 
biotipo cp 
o ncp 
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respiratorio, 
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ncp 
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27B4.2. INFECCIÓN PERSISTENTE:  
 
Estos animales son infectados durante la gestación ente los 35 a 125 días. Se 
cree que el prerrequisito para la generación de la persistencia es la exposición 
al virus cuando el sistema inmune del feto esta en desarrollo (40-125 días). 
Este cuadro está asociado con la infección con biotipos ncp y estos animales 
se convierten en los principales diseminadores de la enfermedad (Campbell J, 
2004). Los animales persistentemente infectados son inmunotolerantes a los 
virus homólogos de DVB, mientras que pueden ser inmunocompetentes a las 
cepas heterólogas y también frente a otros antígenos, como IBR y PI-3 (Jaime 
J, 1996).Se ha evaluado la diversidad genética del virus en terneros PI 
siguiente a la inoculación de vacas preñadas encontrando una divergencia en 
la secuencia que codifica la proteína E2 de 0.65%, estas variaciones 
encontradas han establecido que el ambiente uterino y la placenta generan 
alguna variación en la secuencia del VDVB (Bruschke C et al, 2005). En estos 
animales el virus persiste en todos los tejidos, especialmente en las células del 
sistema inmune  (Sandvik T, 2005). 
 
 
28B4.3. ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS:  
 
Esta entidad se desarrolla a partir de animales persistentemente infectados que 
adquieren un virus citopático de un serótipo similar. El desarrollo de esta 
enfermedad puede ser dependiente de diferencias antigénicas o similitudes 
entre los dos biotipos del virus, por lo tanto, no todas las combinaciones de 
biotipos no citopáticos y citopáticos resultan en enfermedad de las mucosas 
(Baker J, 1987). Esta forma de presentación de la enfermedad, está 
caracterizada por pirexia, anorexia, diarrea aguda, úlceras en cavidad bucal y 
presenta baja morbilidad y alta mortalidad (Campbell J, 2004).   
 
Síndrome hemorrágico: La presentación de diarrea con sangre, epistaxis, 
congestión en conjuntiva y mucosas, hemorragias petequiales y equimóticas en 
mucosas, pirexia, leucopenia, linfopenia y neutropenia se ha detectado en 
algunos hatos de USA y Canadá (Chul B et al, 2005).  Este síndrome se ha 
asociado a cepas del genotipo 2. Este genotipo ha causado altas tasas de 
mortalidad en los últimos años (Ridpath J et al, 2006). 
 
 
4B5. EPIDEMIOLOGIA  
 
Los pestivirus como el BVDV,  atraviesan la barrera entre especies. De esta 
manera, se ha aislado de rumiantes domésticos y salvajes como el ñu, búfalos, 
llamas, alpacas, jirafas (Ridpath J, 2009; Craig M et al, 2008). 
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La principal fuente de infección la constituyen los animales persistentemente 
infectados, los cuales eliminan grandes cantidades de virus en todas las 
secreciones y excreciones corporales como saliva, semen, leche y descarga 
nasal (Sandvik T, 2005; Brock K, 2004). Los animales con infección aguda 
también son una fuente de infección, estos excretan el virus desde el cuarto día 
pos infección hasta el décimo día. La  eliminación del virus por estos animales 
es mucho menor comparado con los PI (Sandvik T, 2005).  
 
29B5.1. MÉTODOS DE TRANSMISIÓN:  
 
La transmisión horizontal ocurre por el contacto directo de las secreciones o 
excreciones de animales con infección aguda o PI con animales sanos. El 
contacto indirecto ocurre mediante el empleo de agujas o implementos 
veterinarios infectados (transmisión iatrogénica)  y se ha propuesto la picadura 
por mosquitos (Moed A et al, 2005). 
 
La transmisión vertical ocurre en cualquier etapa de la gestación donde el virus 
atraviesa la placenta e infecta el feto.  
 
30B5.2. PREVALENCIA E IMPLICACIONES ECONÓMICAS:  
 
Estudios realizados en diferentes países demuestran que la prevalencia del 
VDVB, se encuentra dentro del 40-90%. En Colombia, los diferentes estudios 
de seroprevalencia la han establecido entre el 50-58% (Parra J et al, 1994; 
Vera V et al, 2003). 
La cuantificación de pérdidas económicas frente a la infección con BVDV en 
hatos lecheros  en Europa se ha calculado entre 13-160 € por vaca al año 
dependiendo del tipo de presentación de la enfermedad (Fourichon C, 2005). 
Las pérdidas se pueden incrementar cuando el BVDV se combina con otros 
patógenos como los del complejo respiratorio (Gunn G, 2005). En Estados 
Unidos, las pérdidas económicas adjudicadas  al BVDV han sido estimadas 
entre 20 a 57 millones de dólares por cada millón de terneros. 
En Colombia, se ha establecido en la ganadería bovina pérdidas generales 
para todas las enfermedades reproductivas de 44.000 millones de pesos, 
donde el BVDV juega un papel importante en el desarrollo de las mismas 
(Castañeda V et al, 2004). 
 
 
5B6. BVDV COMO CONTAMINANTE: PRESENCIA DEL VIRUS EN CULTIVOS 
CELULARES, SEMEN Y EMBRIONES 
 
El BVDV contamina en una alta proporción el suero fetal bovino (SFB) y los 
cultivos celulares (Smith D et al, 2004). De esta manera, la producción de 
vacunas también se puede ver afectada, ya que el SFB se utiliza como sustrato 
de los cultivos (Antonis A et al, 2004). En estudios realizados en Colombia 
sobre el VDVB como agente contaminante de cultivos primarios a partir de 
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tejidos animales, se encontró que un 92% de los cultivos de riñón fetal bovino 
estaban contaminados con el virus (Ramírez G, et al 1993). Por lo anterior, el 
diagnóstico de la enfermedad en laboratorio es difícil, al ser necesaria la 
verificación que los cultivos no estén contaminados con el virus ncp. Así 
mismo, el VDVB puede contaminar los sistemas de producción de semen y 
embriones, por lo cual, son necesarias las medidas de control de calidad para 
asegurar que las técnicas de reproducción asistida no faciliten la transmisión 
del agente (Givens D et al, 2004). 
 
 
6B7. MÉTODOS DIAGNÓSTICOS 
 
Existen varios métodos para el diagnóstico de la enfermedad, pero lo más 
importante es recopilar los datos y observaciones a nivel de campo y 
correlacionarlo con los resultados de laboratorio. Con el advenimiento de los 
métodos moleculares el diagnóstico de la entidad se ha facilitado (Brock K, 
2004). 
 
Entre los métodos diagnósticos disponibles se tienen: 
  
31B7.1. DETECCIÓN DE ANTÍGENO:  
 
94B7.1.1. Aislamiento viral:  
 
Debido a que el virus crece rápidamente en muchas líneas celulares, el 
aislamiento viral ha sido uno de los métodos diagnósticos más importantes. 
Esta es la metodología diagnostica estándar por su alta especificidad, pero es 
de alto costo y su ejecución es laboriosa, en parte asociada a la contaminación 
de los cultivos con virus adventicio de DVB (Sandvik T, 2005). El aislamiento se 
realiza a partir de suero o sangre, tejidos fetales, secreciones corporales como 
fluido nasal, secreción vaginal, semen entre otros (Saliki J et al, 2004). 
 
95B7.1.2. Detección directa de Antígeno:  
Estos se detectan en tejidos, improntas o cultivo de linfocitos como en el caso 
de los animales PI (Jaime J et al, 1996). La detección de Ags se hace mediante 
el empleo de Acs monoclonales o policlonales marcados y visualizados con 
inmunofluorescencia (IF) o inmunoperoxidasa (IP).  La inmunofluorescencia 
directa (IFD) e indirecta (IFI) es muy útil para confirmar el aislamiento, debido a 
que la replicación del VDVB en  las células puede o no inducir un efecto 
citopático (Castañeda V et al, 2004). 
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96B7.1.3. ELISA de captura de Ag:  
 
Esta técnica usa MAbs (anticuerpos monoclonales) para inmovilizar  un 
antígeno en particular como la proteína NS2-3 o Erns (Sandvik T, 2005). 
 
32B7.2. DETECCIÓN DE ANTICUERPOS ESPECÍFICOS:  
 
Consiste en la medición de los títulos de anticuerpos a través de pruebas 
serológicas, empleando técnicas  como: 
 
97B .2.1. Seroneutralización:  
 
Determina el título de anticuerpos capaces de inhibir la replicación viral en 
cultivo. Al emplear cultivos celulares se debe certificar que sean BVDV 
negativos para evitar falsos positivos. Los anticuerpos detectados están 
dirigidos contra los epítopes de la proteína E2, la  cual es una de las regiones 
más variables del genoma entre las diferentes cepas, haciendo que los 
resultados de seroneutralización varíe de un laboratorio a otro (Sandvik T, 
2005). 
 
98B7.2.2. ELISA indirecta y competitiva:  
 
Estas técnicas  permiten la detección de Anticuerpos (Acs) séricos contra DVB 
tanto en suero sanguíneo como en la leche. Su amplio uso obedece a que 
permiten muestrear gran número de animales y no depende de cultivos 
celulares (Rossmanith W et al, 2001).En animales que arrojen títulos bajos o 
indetectables de anticuerpos se debe detectar el antígeno viral, para descartar 
o confirmar la presencia de animales PI (Sandvik T, 2005). 
 
33B7.3. DETECCIÓN DE GENOMA:  
 
Este método tiene ventajas sobre el aislamiento viral y las pruebas 
serológicas, debido a que no presenta interferencias con Acs neutralizantes 
(Sandvik T, 2005). La amplificación por PCR se fundamenta en la capacidad 
de oligonucleótidos específicos de ADN para unirse a blancos de secuencias 
específicas. El RT-PCR ha tenido amplia distribución como método de 
diagnóstico; así mismo, ésta prueba ha sido implementada para la 
genotipificación de cepas virales, permitiendo distinguir entre los diferentes 
virus dentro del género Pestivirus (Fulton R et al, 1999). Para la realización de 
esta prueba se debe realizar extracción RNA viral de la muestra a trabajar 
(cultivos, tejidos, suero etc). El RNA vírico debe ser purificado y transcrito a 
DNA complementario (cDNA), mediante una enzima transcriptasa reversa.  
 
 
 
19
El diagnostico de PI ha sido importante debido a que estos animales 
representan entre el 1 al 2% de la población bovina afectada. Entre los 
métodos disponibles se encuentra la RT-PCR a partir de suero o en muestras 
de leche donde se analizan las células somáticas. En animales mayores de 3 
meses se realiza ELISA o aislamiento viral, igualmente la biopsia de piel (oreja) 
para realizar inmunohistoquímica (Brodersen B, 2004). Para aumentar la 
eficiencia del ELISA de captura de antígeno se ha agregado a las muestras de 
sangre soluciones hipertónicas, las cuales favorecen la hemólisis de  glóbulos 
rojos y asegura el pellet de glóbulos blancos (Rossmanith W et al, 2001). La 
técnica de cultivo de linfocitos ha sido usada para detectar animales 
persistentemente infectados con el VDVB (Jaime J, 1996, Rossmanith W et al, 
2001).  
 
 
7B8. CONTROL Y PREVENCIÓN 
 
La utilización de pruebas diagnosticas en los programas de control permiten la 
vigilancia o monitoreo de la prevalencia a nivel del hato así como también a 
nivel regional; establecen el estatus del hato frente a la enfermedad, e 
identifican animales PI para su posterior eliminación (Sandvik T, 2005). 
 
Algunos países han instaurado programas de erradicación de la enfermedad, 
basados en el control sistemático sin vacunación y control sistemático con 
vacunación.  
 
34B8.1. CONTROL SISTEMÁTICO SIN VACUNACIÓN:  
 
Consiste en la identificación y eliminación de animales PI, así como el 
monitoreo continuo del hato, mediante la realización de pruebas diagnósticas 
para confirmar el estatus libre del hato o detectar nuevas infecciones (Moennig 
V, 2006; Lindberg A et al, 1999). En este programa también se implementan 
medidas de bioseguridad como control en el desplazamiento de animales entre 
fincas,  realización de cuarentenas para animales nuevos que ingresen a las 
fincas, uso de semen certificado libre de la enfermedad, control en el ingreso 
del personal al hato, entre otras (Moennig V, 2006). Este esquema se comenzó 
a implementar desde la década de los noventa en los países de la región 
escandinava (Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suecia)  donde en su mayoría 
hay declaración de  erradicación de la enfermedad (Gunn G et al, 2005; Valle P 
e t al, 2005). Posteriormente, las islas de Shetland implementaron este 
programa donde también se declaró la erradicación del BVDV (Sandvik T, 
2004). Las pruebas diagnosticas realizadas con esta estrategia de control se 
basan en serologías al azar o muestras del tanque de la leche para medir los 
títulos de anticuerpos, así como también la realización  de RT-PCR (Moennig 
V, 2006).  
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35B8.2. CONTROL SISTÉMATICO CON VACUNACIÓN:  
 
Consiste en la implementación de esquemas de vacunación. Este programa se 
ha desarrollado en países donde el control mediante la eliminación de PI y la 
implementación de medidas de bioseguridad no han sido suficientes, como es 
el caso de Alemania (Moennig V et al, 2005). Al usar vacunas se espera que se 
reduzcan los signos clínicos asociados con la infección con el BVDV  y que 
provean un mejoramiento reproductivo al reducir las tasas de abortos, muertes 
embrionarias y el nacimiento de terneros PI. Para un control eficiente de la 
enfermedad es importante que la vacunación confiera altos niveles de 
protección para la madre y para el feto; así mismo, que la vacuna proteja contra 
los dos genotipos de VBVB (Kelling C, 2004). Entre los protocolos vacúnales 
empleados se ha sugerido una primo vacunación con una vacuna inactivada y 
4 semanas después una revacunación con una vacuna a virus modificado; esto 
con el fin de generar una eficiente inmunidad humoral y celular, así como 
también desarrollar protección fetal (Moennig V et al, 2005).  
 
En algunos países, no se lleva a cabo la detección de animales PI, no se 
implementan medidas de  bioseguridad y se pueden o no implementar 
programas vacunales desconociendo el estatus del hato frente  a la infección 
viral. Este panorama  se ha denominado por algunos autores como control no 
sistemático y puede ser un reflejo de la situación ganadera colombiana 
(Moennig V, 2006; Houe H et al, 2006). Entre las vacunas disponibles en el 
mercado nacional e internacional se encuentran las vacunas inactivadas y las 
de virus  vivo modificado (VLM). En su mayoría,  estas vacunas vienen en 
presentación polivalente junto con otros antígenos virales tales como: IBR 
(Rinotraqueitis Bovina Infecciosa), PI-3 (Parainfluenza Bovina), BRSV (Virus 
Sincitial Respiratorio Bovino); así como algunos antígenos bacterianos 
(Pasteurella, Moraxella, entre otros) (Tabla 1). Actualmente se vienen 
desarrollando vacunas con vectores recombinantes basadas en  DNA 
plasmídico o vectores virales, las cuales todavía están en etapa de 
experimentación (Oirschot J et al, 1999). 
 
99B8.2.1. Vacunas Inactivadas:  
 
Son vacunas en las que los virus pierden su capacidad infectiva y replicativa 
mediante la inactivación con químicos como la Etilamina Binaria (BEI), la Beta 
propiolactona, entre otros. Este tipo de vacunas se deben administrar con 
adyuvantes para alcanzar una mejor respuesta inmune (Oirschot J et al, 1999). 
Son vacunas muy seguras y se pueden administrar en cualquier momento de la 
gestación; pero requieren de un refuerzo cada 6 meses para mantener los 
niveles de anticuerpos vacúnales (Makoschey B et al, 2001). Estas vacunas no 
inducen inmunidad celular y pueden retener una infectividad residual si la 
inactivación no fue realizada correctamente (Young N et al, 2005). Así mismo, 
pueden inducir reacciones inflamatorias localizadas, y adicionalmente requieren 
altos costos en su producción ((Oirschot J et al, 1999).  
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Tabla 1. Vacunas disponibles para el control de BVDV. Adaptado de Registro 
de  Biológicos veterinarios vigentes 2008, http:// www.ica.gov.co 
 
Biológicos  Disponibles para BVDV en Colombia 
Laboratorio Nombre Componentes Tipo de vacuna 
para DVB 
Novartis Viral Shield 4 
Viral Shield 
6+VL5 
IBR, DVB cp y ncp; PI -
3,BRSV 
Campylobacter fetus, 
Leptospira 5 serovares 
Inactivada* 
Fort Dodge Triangle 3 
 
Traingle 8 +II 
DVB 
IBR, DVB cp y ncp; PI -
3,BRSV 
IBR, DVB I y II, PI -3,VRSB, 
Leptospira 5 serovares 
Inactivada* 
Pfizer 
 
Bovishield 4 
Bovishiel Gold 
FP5 +L5 
Cattle Master 4 
IBR, DVB I y II, PI -3,BRSV 
IBR, DVB, PI -3,VRSB, 
Leptospira 5 serovares 
IBR, DVB, PI -3,BRSV 
LMV* 
 
 
Inactivado* 
Santa 
Helena 
Bovisan IBR, DVB, Campylobacter 
fetus, Leptospira 
Inactivado 
 
Tecnovax 
 
Providean 
respiratoria 
 
Providean 
reproductiva 
 
IBR, DVB,PI3, Pasteurella 
haemolytiva y multocida, 
Haemophilus sommus 
IBR, DVB, Leptospira 5 
serovares, Campylobacter 
foetus, Haemophilus 
sommus 
 
 
Inactivado* 
* http:// HUwww.vecolcomUH, HUwww.tecnovet.comUH, HUwww.tecnovax.comUH, HUwww.fortdodge.comU 
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100B8.2.2. Vacunas Virus vivo modificadas (VLM):  
 
Estas vacunas contienen cepas atenuadas del VBDV capaces de replicarse en 
el huésped. La atenuación se realiza mediante consecutivos pasajes en 
cultivos celulares (Oirschot J et al, 1999). La inducción de la respuesta inmune 
es rápida pudiéndose detectar Acs dentro de las 4 semanas pos vacúnales y 
manteniéndose altos por más de un año. Entre las desventajas en el empleo de 
estas vacunas están la presentación de efectos colaterales por la capacidad de 
atravesar la barrera placentaria e infectar el feto, así como la generación de 
inmunosupresión predisponiendo al animal a infecciones con otros patógenos 
(Houe H et al, 2006). La VLM han mostrado seguridad cuando se administra al 
ganado 4 semanas pre-inseminación (Moenning V et al, 2005). Estas vacunas 
también pueden presentar alta frecuencia de recombinación genética con 
cepas de campo y mala respuesta inmune por fallas en el almacenamiento o 
manejo (Kovacs F et al, 2003). 
 
Muchas de las vacunas VLM e inactivadas que se encuentran comercialmente 
contienen el genotipo 1 y no proveen protección cruzada contra el genotipo 2, 
esto indica que la exposición a uno de estos genotipos no asegura la 
protección cruzada. Se ha observado mayor protección cuando los animales se 
exponen al mismo genotipo con el cual han sido vacunados, que cuando se 
exponen a un genotipo diferente (Paton D et al, 1999; Ridpath J, 2005). Para 
mayor protección, algunas casas comerciales han introducido los dos genotipos 
en sus vacunas (95) (Véase Tabla 1).  
 
 
8B9. VACUNAS RECOMBINANTES: NUEVA TECNOLOGÍA EN EL 
DESARROLLO DE VACUNAS:  
 
Con el advenimiento de la terapia génica se ha venido trabajando en el 
tratamiento de desordenes genéticos, en la terapia contra el cáncer y en el 
desarrollo de vacunas (Polo J et al, 2002). En este último se han realizado 
algunos avances en enfermedades importantes en la salud pública como el 
Virus de Inmunodeficiencia humana (VIH), Hepatitis , malaria; y enfermedades 
animales como BVDV, IBR, entre otras (Leitner W et al, 2000; Souza A et al, 
2005). Entre las metodologías más desarrolladas se encuentran la utilización 
de DNA plasmídico y vacunas a vectores virales. El empleo de estas 
metodologías se fundamenta en el uso de un vector que permite la eficiente 
expresión y presentación de antígenos que van a generar una potente 
inmunidad humoral y celular (Harpin S et al, 1999; Liu Q et al, 2003). Los 
vectores se clasifican en dos categorías: virales y no virales (Polo J et al, 
2002). Para aumentar la eficacia de las vacunas génicas,  se han introducido 
elementos o secuencias dentro de los  vectores para maximizar la expresión de 
las proteínas virales. Estos elementos son promotores, intrones, señales de 
poli-adenilación, entre otros (Leitner W et al, 2000; Liang R et al, 2006). Al igual 
que con las vacunas convencionales, los factores que afectan la 
inmunogenicidad son la ruta de administración y el número de inmunizaciones 
requeridas (Leitner W et al, 2000). En el caso especifico del vector, los factores 
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que puede alterar la inmunogenicidad son: la estructura del vector (presencia 
de secuencias estimuladoras como promotores), cantidad del vector liberado y 
niveles de expresión del antígeno una vez liberado (Leitner W et al, 2000). 
 
36B9.1. VACUNAS DNA PLASMIDICO:  
 
En el caso de las Vacunas de DNA plasmídico las cuales usan los plásmidos 
como vector, expresan una (plásmidos monocistrónicos) o varias proteínas 
virales de interés (plásmidos policistrónicos) (Liang R et al, 2007; Leitner W et 
al, 2000). La ventaja de las vacunas DNA es que transfectan directamente las 
células presentadoras de antígenos en el sitio de la inyección activando las 
células T CD4 y CD8 vía el CMH (Nobiron I et al, 2000). Sin embargo, la 
respuesta inmune humoral se ha visto limitada probablemente debido a la 
cantidad de antígeno administrado intradermal o intramuscular ya sea mediante 
agujas  hipodérmicas o mediante el uso de pistolas liberadoras de genes 
(Nobiron I et al, 2003). Los plásmidos se pueden administrar de forma desnuda 
(N-DNA) o unidos a liposomas catiónicos (L-DNA); estas dos formas logran 
respuesta inmune; sin embargo, estudios realizados por Harpin y col han 
mostrado mejor respuesta al DNA desnudo posterior al desafío con BVDV 
evidenciando protección contra la enfermedad al compararlo con el L-DNA 
(Harpin S et al, 1999). Para lograr una mayor respuesta tanto humoral como 
celular se ha comenzado a introducir genes que codifiquen Interleuquinas 
dentro del DNA plasmídico (plásmidos policistronicos). Entre las interleuquinas 
empleadas están la IL-2, IL4, IL12, entre otras; las cuales estimulan las células 
Th1 y Th2  (Nobiron I et al, 2000; Kowalczyk D et al, 1999).  
 
37B9.2. VACUNAS A VECTORES VIRALES:  
 
Entre los vectores virales vacúnales empleados para el BVDV y otros virus 
animales se encuentran: los herpesvirus, adenovirus, baculovirus, poxvirus, 
togavirus y retrovirus (Curtis A, 2003). Para emplear un virus como vector se le 
debe realizar deleción de genes involucrados en el proceso replicativo lo que 
elimina su infectividad; en estos sitios de deleciones se introduce el gen de 
interés (transgen) (Bostock C, 1990). En otros vectores se han realizado 
además deleciones de las proteínas virales que desencadenan la respuesta 
inmune en el huésped con el fin de generar una expresión más prolongada del 
transgen  (Liu Q et al, 2003). En algunos vectores virales se han realizado 
deleciones completas del genoma dejando solo sus extremos para aumentar la 
capacidad de clonaje. Entre las desventajas que presentan estas vacunas 
están la corta expresión del transgen, ya sea por la citotoxicidad o por la 
presencia de anticuerpos contra el virus que sirve como vector vacunal (Curtis 
A, 2003). Para solucionar este problema se utilizan serotipos virales que 
infectan otras especies contra los cuales no hay inmunidad preexistente (Jooss 
K et al, 2003). Otras de las desventajas son el riesgo de generar mutaciones 
por integración del vector viral en el genoma de la célula huésped (retrovirus), 
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perdida de la atenuación y/o diseminación de una infección inadvertida (Leitner 
W et al, 2000).   
 
 
9B10. METODOLOGÍAS  PARA AUMENTAR LA EFICACIA DE LAS VACUNAS 
GÉNICAS: 
 
Para optimizar o mejorar la eficiencia de las vacunas recombinantes,  se han 
introducido elementos o secuencias dentro de los  plásmidos para maximizar la 
expresión de las proteínas virales. Estos elementos son promotores, intrones, 
enhancers y señales de poli-adenilación (Leitner W et al, 2000) 
 
38B10.1. PROMOTORES:  
 
Se han desarrollado varios promotores para expresar genes foráneos en 
vectores virales. Algunos de los promotores de la trascripción se han aislado de 
procariotas, eucariotas y virus. Entre los promotores empleados para la 
expresión de estos sistemas se encuentran los promotores constitutivos y los 
promotores inductivos (Leitner W et al, 2000). Los primeros no requieren de 
ningún estimulo o factor para la expresión del gen, a diferencia de los segundos 
los cuales solo expresan genes bajo la presencia de factores abióticos o 
factores químicos. Los promotores constitutivos más usados son el SV 40 
promotor temprano y tardío,  el citomegalovirus (CMV) el cual es un promotor 
temprano inmediato. Entre los promotores inductivos se tienen a promotores 
que contienen secuencias operadoras de tetraciclina (tet O) (Elahi S et al, 
1999; Polo J et al, 2002). 
 
39B10.2. SECUENCIAS INMUNOESTIMULADORAS:  
 
Las secuencias de DNA bacterial  las cuales contienen oligonucleótidos CpG 
(CpG-ODN) no metilados son llamadas secuencias inmuno estimulatorias. 
Estas pueden ser potentes adyuvantes  al activar la respuesta inmune innata  
activando monocitos, células NK, células dendríticas y células B (Leitner W et 
al, 2000; Wang L et al, 2004). 
 
Así mismo, los antígenos pueden ser modificados para aumentar  su 
inmunogenicidad, mediante la eliminación de dominios intracelulares o de las 
secuencias transmembranales e introducir secuencias que faciliten el trafico 
intracelular; como el caso de las proteína truncadas con deleciones del dominio 
de anclaje de membrana mas su unión a secuencias señales (Leitner W et al, 
2000). 
 
Otro método es la fusión de las proteínas inmunogénicas con fragmentos del 
complemento  (C3d) para aumentar  la respuesta inmune humoral (Wang L et 
al, 2004). 
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La introducción de citoquinas exógenas aumentan la respuesta inmune, estas 
son codificadas en plásmido de DNA.  Entre las interleuquinas empleadas 
están la IL-2, IL4, IL12, entre otras; las cuales estimulan las células Th1 y Th2  
(Nobiron I et al, 2000). 
 
 
10B 1. DESARROLLO DE VACUNAS RECOMBINANTES EN EL BVDV 
 
40B11.1. TRANSGEN: Proteína de la envoltura E2: 
 
En el caso del BVDV, el antígeno empleado es la proteína viral más 
inmunogénica: la E2 de la envoltura, debido a que contiene los epítopes en su 
superficie para la generación de anticuerpos neutralizantes en el huésped 
luego de una infección o la vacunación (Toth R et al, 1999; Elahi S et al, 1999). 
El polipéptido E2 está constituido aproximadamente de 375 a 400 aminoácidos 
y contiene 3 a 4 sitios consenso de glicosilación. La masa de esta poliproteína 
consiste de 53 KDa. Esta proteína se encuentra en células infectadas o en 
viriones, como homodímero (E2-E2) con un peso de aproximadamente 
100kDa, o como heterodímero (E2-E1) con un peso de 75kDa (Donofrío G et 
al, 2006). Los sitios de clivaje para esta proteína son hidrofobicos, su extremo 
C-Terminal presenta un dominio de anclaje de membrana de aproximadamente 
40 aminoácidos. El extremo N-terminal comienza desde el aminoácido 693 y el 
extremo C-Terminal no es muy claro pero se sugiere  en el aminoácido 1063 
(Kweon C et al, 1997). 
 
Esta proteína se ha trabajado de forma completa, truncada o quimérica (unida 
a proteínas del vector), debido a que cada una de estas formas afecta su 
expresión en la superficie celular y por consiguiente la respuesta inmune (Liang 
R et al, 2007; Donofrío G et al, 2006).  
 
El empleo de la proteína incompleta se debe a que la proteína completa es 
retenida dentro de la célula ya que su extremo C-terminal funciona como 
dominio de anclaje de membrana; de igual manera, contiene una señal de 
localización intracelular la cual es responsable de su retención en el retículo 
endoplásmico (Donofrío G et al, 2006). La E2 retenida dentro de la célula 
contiene oligosacaridos ricos en manosa y un residuo de arginina dentro del 
dominio transmembranal, los cuales han mostrado ser esenciales para la 
retención de la proteína en el compartimiento pre-Golgi (Kohl W, 2003). Esta 
retención se ha observado en otros flavivirus como el Virus de la Hepatitis C 
(HCV). Esta retención hace que genere una menor  respuesta inmune al no ser 
detectada por el sistema inmune, a diferencia de la proteína truncada o con 
deleción del dominio de anclaje en membrana, la cual alcanza la superficie 
celular y por lo tanto genera una mayor respuesta inmune (Donofrío G et al, 
2006).  
 
Así mismo, la construcción de proteínas quiméricas unida a secuencias señales 
como la gp D del Herpesvirus o el factor activador plasminogeno t-Pas o unida 
 
 
26
a proteínas virales como la proteína G del VSV, facilitan la expresión de la 
proteína E2 en la superficie celular (Liang R et al, 2007; Wang L et al, 2003). 
Esta proteína ha sido la única detectada tanto en lisados como en 
sobrenadantes de cultivos de células Cos-7 transfectadas (Liang R et al, 2007).  
 
Se han construido plásmidos policistrónicos para el BVDV que codifican la 
proteína E de los dos genotipos, o plásmidos policistronicos que codifiquen los 
patógenos reproductivos más importantes de la ganadería bovina como la E2 
del BVDBV y gD del Herpesvirus bovino (Donofrio F et al, 2008). En estas 
construcciones policistronicas la expresión e inmunogenicidad se puede ver 
alterada por cambios conformacionales, esto se relaciona con la posición de las 
secuencias ya sea en el extremo C terminal o N terminal del plásmido (Donofrio 
G et al, 2008).  Se ha determinado que los plásmidos con las secuencias en el 
extremo N-terminal presentan una mayor expresión de la proteína transgénica 
(Liang R et al 2007;   Mehdy S et al, 1999). 
 
La secuencia que codifica el gen de la proteína E2 es hipervariable, es decir, 
no se conserva entre los diferentes genotipos del virus (Stokstad M et al, 2004), 
lo cual ha llevado al desarrollo de estudios con proteínas más conservadas 
entre los pestivirus, como la proteína C de la cápside, la proteína no estructural 
NS3, etc., (Elahi S et al, 1999; Nobiron I et al, 2003). Al trabajar con los genes 
de estas zonas conservadas se inducen anticuerpos contra desafíos 
homólogos y heterólogos; sin embargo, la protección luego de la vacunación 
con vectores que expresen estas proteínas es desconocida y la respuesta 
inmune sigue siendo mayor para desafíos con virus homólogos. Esto fue 
demostrado por Elahi S et al 1999, al inocular ratones  con vectores 
adenovirales que expresaban la NS3 del BVDV encontrando inmunidad celular 
mayor para el desafío con el genotipo 1 comparado con el genotipo 2 (Elahi S 
et al, 1999; Young N et al, 2005).Varios estudios con flavivirus han mostrado 
que las proteínas como la NS-3 son fuertes estimuladores de la inmunidad 
celular y que las proteínas  de la envoltura son relativamente débiles (Elahi S et 
al, 1999).  
 
41B 1.2. VECTORES VIRALES MÁS EMPLEADOS EN BVDV:  
 
Las proteínas inmunogénicas del BVDV como la E2 se han expresado a través 
de varios plásmidos DNA y en diferentes vectores virales. Entre los vectores 
virales vacunales usados para el BVDV y otros virus animales se encuentran: 
los herpesvirus, adenovirus, baculovirus, poxvirus, togavirus y retrovirus. 
 
101B 1.2.1. Adenovirus:  
 
Se conocen más de 40 serótipos de adenovirus humanos, los cuales están 
agrupados en 6 subgrupos (A-F). Este virus tiene forma icosaedrica y  no 
posee cubierta lípidica. Su genoma es un DNA de doble banda lineal, no 
segmentada y con una longitud que oscila entre 30 a 40Kpb (Brenner M, 1999). 
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El adenovirus humano serotipo 5 (Ad5) presenta un genoma de 35.935bp. Los 
extremos de los adenovirus están constituidos por regiones ITR (Inverted 
Terminal Repeats), los cuales actúan como origen de la replicación. Cerca al 
ITR izquierdo se encuentra la señal de encapsidación, necesaria para 
empaquetar el genoma adenoviral dentro de la cápside (Pinto A et al, 2002; 
Polo J et al, 2002).  
 
Una vez el adenovirus ingresa al organismo, este se une al receptor de 
superficie CAR (Receptor adenovirus y Coxsackie virus) y posteriormente 
utiliza como coreceptores las integrinas (Liu Q et al, 2003). Luego, se 
internaliza mediante un proceso de endocitosis, y es transportado vía 
endosomal hasta el  núcleo de las células infectadas donde lleva a cabo la 
transcripción, replicación y empaquetamiento viral (Pinto A et al, 2002). Los 
trancriptos primarios son denominados E1, E2, E3 y E4. El gen E1 está dividido 
en E1A y E1B, esta es la primera región transcripta en la infección viral y está 
involucrada en el inicio de la replicación del DNA (Pinto A et al, 2002). En los 
estados tardíos de la transcripción, genes estructurales como los L1, L2, L3, L4 
y L5 codifican otros productos de la cápside viral como el hexón, el pentón y las 
proteínas de la fibra (ver figura 4) (Jooss K et al, 2003). 
 
Los adenovirus empleados en la mayoría de los estudios son los conocidos 
como de replicación defectiva o no replicativos (Brenner M, 1999). La 
replicación de estos viriones es llevada a cabo en células complementarias, 
llamadas así por que poseen o transcriben el complemento del gen E1; entre 
ellas se tiene la línea 293 (células de riñón embrionario humano) (Elahi S et al, 
1999; Pinto A et al, 2002). Entre estos adenovirus se encuentran los de primera 
generación, a los cuales solo se les hace deleción de la región E1 y E3 o E2 y 
E4 (Ver figura 4) (Nemunaitis J et al, 2002). La deleción del gen E3 no afecta la 
replicación viral sino afecta la respuesta inmune del huésped hacia el virus 
como el bloqueo en la presentación de antígenos y detención del ciclo celular 
(Jooss K et al, 2003). Al realizar deleciones en estas dos regiones, se aumenta 
el espacio para introducir un gen extraño de hasta 7-8 Kb (Pinto A et al, 2002). 
Sin embargo, la presencia de los otros genes del genoma viral como E4 han 
llevado a la activación de la respuesta inmune por parte del organismo 
provocando la expresión corta del gen. Para sobrellevar este problema se han 
desarrollado adenovirus de segunda y tercera generación a los cuales se les 
hace deleción de los genes E2 y E4 o deleción de todos los genes virales 
respectivamente (Nemunaitis J et al, 2002). En estos adenovectores la 
ausencia de casi todos los genes  genera menor respuesta inmune adaptativa  
mediada por células lo cual favorece la expresión del transgen; de igual manera 
permiten introducir transgenes de mayor longitud (Polo J et al, 2002, Jooss K et 
al, 2003).  
 
Los adenovirus con replicación competente son empleados en su mayoría en la 
terapia contra el cáncer donde se expresan todos los genes virales y generan 
una mayor respuesta inmune citotóxica en el organismo con el fin de destruir el 
tumor (Jooss K et al, 2003). 
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Figura 4. Genoma del adenovirus con deleciones E1-E3. 
 
Entre las mayores desventajas en el uso de adenovirus como vectores se 
encuentran la inmunidad preexistente y la citotoxicidad. Particularmente, los 
adenovirus de primera generación generan respuesta inmune adaptativa 
(humoral y celular). Esta rápida respuesta provoca bajos niveles de la 
expresión del transgen (Chen D et al, 2003). La respuesta inmune humoral se 
asocia con la presencia de anticuerpos neutralizantes específicos contra las 
proteínas de la cápside viral los cuales bloquean la infección (Jooss K et al, 
2003). La respuesta inmune celular genera la limpieza del vector, sin embargo, 
los altos títulos de adenovirus en el sitio de la inoculación pueden generan 
inflamación severa lo que provoca una rápida eliminación del vector y 
disminuye la expresión del transgen (Liu Q et al, 2003). Esta reacción de 
toxicidad ocurre desde las 3 primeras horas de infección cuando las proteínas 
del adenovirus inducen una respuesta de fase aguda marcada por la liberación 
rápida de citoquinas como IL6 e IL8. Posteriormente, entre 24-48 horas pos 
infección comienza la producción de proteínas tardías implicadas en el 
ensamblaje viral (Brenner M, 1999). 
 
Para sobrellevar los problemas asociados con la inmunidad en la 
administración de estos vectores se ha trabajado en la modificación de los 
mismos, empleando adenovirus de primera, segunda y tercera generación 
(Brenner M, 1999). Estos vectores disminuyen la inmunogenicidad pero 
también disminuyen la toxicidad. Así mismo, se ha alterado la proteína de la 
cápside (fibra) para modificar el tropismo del vector (Chen D et al, 2003).  
Asociado con el problema de inmunidad pre-establecida se han empleado 
serotipos no prevalentes en las diferentes poblaciones ya sea humana o animal 
contra los cuales no hay anticuerpos preexistentes.  
 
102B 1.2.2. Herpesvirus: 
 
Este virus es nuclear, lo que sugiere que sea un buen vector para expresar 
genes de virus citoplasmáticos. Entre los herpesvirus mas empleados para 
BVDV y otros patógenos es el herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), asi mismo 
también se ha empleado el Herpesvirus bovino tipo 4 (BHV-4)  (Donofrio G et 
al, 2008). El empleo del BHV-1 obedece a que este es empleado  en la 
vacunación contra BHV-1, lo cual no representa ningún riesgo para el ganado y 
evita vacunaciones adicionales contra el mismo (Wang L et al, 2003).In Vitro ha 
evidenciado problemas para expresar genes extraños por los codones usados 
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o por defectos de los trascriptos como sitios de splice cripticos, ausencia de 
señales transporte nucleocitoplasmatica, entre otros. Para sobrellevar estos 
problemas, se han realizado construcciones sintéticas de la proteína E2 a 
clonar, removiendo el donador de splice y los motivos de poliadenilación, e 
introduciendo la secuencia codificante del péptido señal gB BHV-1; de esta 
manera se reensambla el codón del BHV-1. Estas modificaciones permiten 
niveles de expresión de la E2 VDVB comparables a la proteína G del BHV-1 
(Wang L et al, 2003). 
 
Entre las ventajas en el empleo de este vector es que presenta un estrecho 
rango de huéspedes lo que limita su diseminación a otras especies; así mismo 
contiene genes no esenciales que se pueden remover como gpG, gp I, gp E, gp 
proteina kinasa, sin los cuales el virus se replica competentemente (Wang L 
and Menori S et al, 2003). 
 
103B 1.2.3. Virus Estomatitis Vesicular (VSV):  
 
Este virus tiene tropismo por el tracto respiratorio superior  convirtiéndolo en un 
candidato vacunal intranasal. El VSV ha sido empleado como vector de 
expresión de alto nivel  por introducir unidades de transcripción extra dentro de 
un DNA copia del genoma VSV (Grigera P et al, 2000). Este permite la 
introducción de genes adicionales entre sus genes G y L.  Permite una fácil 
manipulación en laboratorio y presenta una organización genética simple, 
constituido solo por 5 genes. Se ha usado para la expresión de varios 
transgenes como la hemaglutinina y neuraminidasa del virus de la influenza, las 
proteínas Gag y env del VIH, entre otros (Grigera P et al, 2000).  
 
104B 1.2.3. Baculovirus:  
Los baculovirus son virus específicos de insectos empleados para expresar 
proteínas recombinantes (Posee R, 1997). Para la producción de estas 
proteínas recombinantes se requieren células de insecto como las Sf9. Estos 
vectores se han empleado ampliamente en la última década por que permiten 
la alta producción de proteínas heterólogas, así mismo la producción de la 
proteína recombinante en células de insecto proveen modificaciones 
postraduccionales similares a las que ocurren en las células de mamífero 
(Balamurugan V et al, 2006). El desarrollo de vacunas recombinantes 
expresando la E2 del BVDV en este sistema de expresión ha evidenciado que 
desarrolla inmunidad similar a su contraparte en los sistemas de expresión de 
mamíferos (Thomas C et al, 2009).   
 
 
11B 2. PRODUCCIÓN DE VACUNAS RECOMBINANTES 
 
Los vectores empleados en clonación deben poseer replicación autónoma, 
poseer un único sitio de restricción para que este pueda ser cortado y contener 
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marcadores que permitan seleccionarlos, como los genes de resistencia a 
antibióticos. 
 
El gen de interés se clona mediante la realización de PCR el cual emplea 
primers específicos para este gen y posteriormente se introduce en el vector. 
Para la introducción del gen en el vector, particularmente en un vector 
adenoviral se han reportado dos métodos. Un método consiste en la 
introducción directa del gen a clonar en el vector adenoviral. La presencia de 
varios sitios de restricción y el tamaño del genoma adenoviral (35Kpb) hace 
laboriosa la manipulación de esta técnica en laboratorio. El otro método más 
empleado para introducir el gen de interés es mediante el uso de un plásmido 
de transferencia o vector de transferencia, al cual se le introduce el gen a 
estudiar para su posterior recombinación con el genoma adenoviral (Pinto A et 
al, 2002, Hosfield T et al, 2000). Estos plásmidos de transferencia contienen 
promotores que controlan la expresión del inserto, así mismo se pueden 
introducir cassetes bicistronicos, con la cual se expresa el gen de interés y un 
gen reportero para la posterior visualización de la expresión del transgen (Pinto 
A et al, 2002). Este plásmido ofrece una capacidad de clonaje de 4.6 kb. Una 
vez  insertado el gen en el vector se debe evaluar el tamaño del inserto 
mediante el análisis de restricción el cual proporciona un mapa de los sitios de 
restricción del segmento clonado. 
 
Las proteínas recombinantes se han expresado en diferentes sistemas 
heterólogos como: bacterias, células de mamífero, células de insecto, 
levaduras o plantas. En el caso  particular del empleo de bacterias se obtienen 
altos niveles de expresión de la proteína por la rápida multiplicación celular; sin 
embargo, este sistema acumula proteínas intracelulares heterólogas, generan 
inapropiado doblaje peptidico y degradación proteica por proteasas y 
endotoxinas (Balamurugan V et al, 2006). En el sistema de expresión de 
células de mamíferos se logra una glicosilación de las proteínas en sitios 
correctos pero requieren de un mayor costo y son de crecimiento lento. El 
empleo de  células de insecto ha sido ampliamente empleado por que reúne las 
ventajas de los dos sistemas de bacterias y de células de mamíferos al obtener 
altos niveles de expresión de genes heterólogos, fácil recuperación de la 
proteína (Balamurugan V et al, 2006). Sin embargó, el empleo de uno u otro 
sistema de expresión depende de la investigación o las necesidades del 
investigador.   
 
42B12.1. ENZIMAS DE RESTRICCIÓN EMPLEADAS EN CLONACIÓN 
 
En los procedimientos de clonación se requiere las enzimas de restricción, las 
cuales cortan o fragmentan el DNA en sitios específicos. En el mercado existen 
varias clases de enzimas, las cuales varían dependiendo el tamaño del 
fragmento reconocido entre 4 a 8 pares de bases. Estas secuencias son 
simétricas entre las cadenas de DNA (Pingoud A et al, 2005). 
 
Las enzimas de restricción varían de acuerdo al corte que realicen:  
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a. Corte cohesivo: Corta en los extremos de la secuencia originando 
extremos de una sola cadena formada por cuatro bases (Tabla 2). 
b. Corte romo: Cortan en el centro de la secuencia y dan origen a extremos 
romos. 
Para unir el vector y el DNA exógeno, se requiere del corte de los dos con la 
misma enzima.  
 
Tabla 2. Algunas de las enzimas de restricción empleadas en la construcción 
del adenovector 
 
Enzima Sitio de 
reconocimiento 
Temperatura 
incubación 
Temperatura 
inactivación 
BglII A  GATCT 37 - 
PacI TTAAT  TAA 37 70 
PmeI GTTT AAAC 37 70 
 
Otras enzimas empleadas son:  
 
DNA Ligasa: Esta enzima cataliza la formación de enlaces fosfodiester entre el 
grupo fosfato del extremo 5´y el OH del extremo 3´. Las ligasas empleadas 
para este procedimiento  son la  E.coli ligasa y la T4 ligasa, las cuales difieren 
en los extremos que ligan y en la fuente de energía que emplean ya sea ATP  
(T4 ligasa) o  NAD (E.coli ligasa). 
 
Fosfatasa alcalina: Se emplea para separar  o hidrolizar los grupos fosfato 
situados en el extremo 5´de las colas monocatenarias de las moléculas,  ya sea 
del vector o del DNA a insertar. Entre las fosfatasas empleadas se encuentran 
la fosfatasa alcalina y la fosfatasa de intestino de ternero.  
 
Kinasa: Esta enzima cataliza la reacción al transferir grupos fosfatos en el 
extremo 5´del DNA o el RNA. La enzima empleada es la Kinasa polinucleótido 
T4, la cual es un producto del fago T4, purificado de células E. coli infectadas 
con fago T4.  
 
43B12.2. TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS: 
 
Los plásmidos utilizados para el desarrollo de vacunas son amplificados 
mediante la transformación de bacterias, donde el crecimiento bacteriano 
produce múltiples copias de plásmidos. Entre los microorganismos bacterianos 
más empleados en estos procedimientos se encuentra las células procariotas 
E.coli. Su amplio uso es debido a que este microorganismo utiliza un medio 
simple de crecimiento (medio LB), su alta tasa de crecimiento (20 minutos a 1 
hora) lo que amplifica las células rápidamente, entre otras. Existen miles de 
cepas genéticamente diferentes de E.coli, las cuales se clasifican por las 
proteínas que codifican facilitando la multiplicación bacteriana o la 
recombinación entre secuencias de ADN. Existen cepas bacterianas con 
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funciones como: ausencia de actividad endonucleasa I (end A-), función de 
recombinación homologa DNA (rec A), función helicasa, ligasa, topoisomerasa,  
etc. Entre las cepas más empleadas es la E. coli DH5 alfa,  DH10B y TOP10 
(Kasap M et al, 2008). La eficiencia de transformación se ve afectada por el 
método empleado, el tamaño del plásmido y la cepa empleada (Kasap M et al, 
2008). 
 
Para la multiplicación bacteriana, estas se siembran  en medios de crecimiento 
líquidos, en el cual se espera un periodo de adaptación o lag antes de su 
crecimiento o fase log. Se ha demostrado que la eficiencia de transformación 
depende de la densidad de las células en cultivo OD600 0.3-04.  
 
La transformación consiste en la alteración de la permeabilidad de la 
membrana celular bacteriana permitiendo que la molécula de DNA exógeno 
ingrese al interior de la célula convirtiéndola en una célula competente. La 
alteración de la permeabilidad reversible se puede lograr mediante: 
 
105B 2.2.1. Electroporación:  
 
Exposición de la membrana celular a campos eléctricos, para alterar la 
permeabilidad  permitiendo el paso de sustancias, en este caso facilitando el 
paso de los plásmidos que contienen el transgen (Li S, 2008). Este 
procedimiento consiste en emitir ondas de alto voltaje necesario para generar 
el rompimiento de la membrana (Li S, 2008). El campo eléctrico varía de 
acuerdo a la célula: 100V/cm para células de mamíferos hasta 1.2kV/cm en 
bacterias. El mecanismo por el cual el DNA pasa a través de la membrana 
mediante este procedimiento aun permanece en estudio, sin embargo se 
sugiere: 
 
- Los campos eléctricos  favorecen la migración electroforética del 
DNA (por ser de carga negativa) a la membrana celular. 
- Los campos eléctricos llevan a la agregación de bombas de iones los 
cuales abren y permiten el paso del DNA  
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Figura 5. Cubeta de electroporación: Las células (4) se colocan en un cubeta 
con los respectivos electrodos (+) y (-) (2y 3) a cada lado. 1. Cubeta; 5. 
Apertura entre los electrodos (varía entre 0.1 a 1 cm). 6. Líneas de los campos 
eléctricos. 
 
106B 2.2.2. Método químico:  
 
Exposición de las células a iones de Mg++ y Ca2++, los cuales alteran la 
permeabilidad celular permitiendo captar el DNA del medio. 
 
107B 2.2.3. Choque de calor:  
 
Se requiere un breve cambio de temperatura frío- calor (2º C a 42º C) para que 
el plásmido sea consumido por la bacteria.  
 
44B12.3. AMPLIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS: 
 
La amplificación y purificación de los plásmidos, consiste en la lisis de las 
bacterias para liberar el DNA plasmídico. En este paso se desestabiliza la 
membrana celular mediante la ruptura de los puentes de hidrogeno y la 
remoción de iones divalentes (Mg++ y Ca2++) (Prazeres D et al, 1999). Esta lisis 
se realiza mediante el tratamiento de las bacterias con sustancias alcalinas 
como el SDS (Dodecil sodio sulfato), NaOH, entre otros; evitando pH extremos 
para no generar daños irreversibles en los plásmidos. Estas sustancias 
denaturan las proteínas bacterianas y denaturan el DNA plasmídico. El uso de 
RNAsa en este paso disminuye la cantidad de RNA en la muestra. 
Posteriormente esta mezcla se neutraliza con soluciones altas en sales como el 
acetato de potasio, generando el cierre covalente de los plásmidos DNA 
(Prazeres D et al, 1999). Los detritos celulares son removidos mediante 
centrifugación, así mismo la cromatografía ayuda a retirar impurezas. Este 
protocolo se puede realizar a mini escala (miniprep) o maxi escala (maxiprep) 
dependiendo el volumen a trabajar.  
 
45B 12.4. RECOMBINACIÓN DE VECTORES:   
 
El proceso de recombinación homologa también es llevado a cabo en una cepa 
bacteriana como la E.coli BJ 5183, las cuales son recA, enzima que facilita el 
proceso de recombinación al reconocer secuencias homologas entre moléculas 
de DNA (Olphen A et al, 1999). La proteína rec A de E.coli reconoce 
secuencias homologas entre la molécula de DNA de banda sencilla y la 
molécula de DNA de banda doble produciendo su recombinación.   
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46B12.5. TRANSFECCIÓN: 
 
Se refiere a la introducción de DNA exógeno en una célula. Con este 
procedimiento se puede evaluar si la recombinación entre plásmidos ha 
retenido la infectividad. La cantidad de DNA necesaria para la transfección  
depende del tipo de célula sin embargo varía desde 1-20ug (Felgner P et al, 
1996). Se ha  determinado que la transfección de DNA con adenovirus 
diferentes al Adenovirus humano tipo 5 es mucho más baja (Olphen A et al, 
1999). En el caso especifico del Adenovirus se realiza la transfección en 
células complementarias, las cuales  poseen o transcriben el complemento del 
gen E1; entre ellas se tiene la línea 293 (células de riñón embrionario humano) 
(Pinto A et al 2002). Existen varios métodos de introducción de DNA dentro de 
la célula; sin embargo, los más empleados son mediante la precipitación con 
fosfato de calcio, lipofección y electroporación. 
 
 
 
108B 2.5.1. Co precipitación con fosfato de calcio:  
 
En esta técnica se induce la formación de un precipitado de fosfato de calcio 
(Jordan M et al, 1996). Esta sustancia concentra el DNA en la membrana para 
facilitar su transporte mediante la fagocitosis, así como también protege al DNA 
de la acción hidrolítica de las nucleasas. La eficiencia de captación del DNA 
depende del pH en el que se lleve a cabo el co-precipitado y en la cantidad de 
DNA a transfectar. En un estudio de Jordan M et al, 1996, se demostró que la 
eficiencia en la formación del precipitado está relacionada con la cantidad de 
DNA no mayor de 25ug, el tiempo de incubación para formar los precipitados 
entre 1-5 minutos y la concentración de fosfato entre 0.7 a 1 mM (Jordan M et 
al, 1996). 
 
109B 2.5.2. Electroporación:  
 
Este procedimiento consiste en la permeabilización de la membrana  mediante 
una interacción de dipolos lipídicos en un campo eléctrico. Las células y el DNA 
se someten a pulsos eléctricos de 8kV cm con un intervalo de 5 a 7 
microsegundos (Li S, 2008). Esta técnica es mucho más rápida. 
110B 2.5.3. Lipofección:  
 
Utiliza liposomas (lípidos cationicos sintéticos) para atrapar el DNA. Con esta 
técnica el DNA plasmídico es captado por un lípido cationico que neutraliza la 
carga negativa del DNA y proporciona una carga neta positiva que facilita la 
asociación con la superficie de la célula que es cargada negativamente 
(Felgner P et al, 1996). Estas vesículas se fusionan con las membranas 
celulares y liberan el DNA en el interior de la célula. La cantidad de lípido 
empleado en la transfección depende del tipo de célula, pero la dosis varía 
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entre 50-100ug (Felgner P et al, 1996). Aumentar la cantidad de lípido puede 
aumentar la toxicidad en las células.  
 
 
12B 3. LEGISLACIÓN EN  EL USO DE LAS VACUNAS RECOMBINANTES: 
 
El desarrollo biotecnológico ha llevado al aumento en la generación de vacunas 
recombinantes en la salud humana y animal. Estas al igual que las vacunas 
tradicionales se desarrollan asegurando su inocuidad o seguridad para la salud 
pública y el medio ambiente. De acuerdo a la seguridad que estas vacunas 
generen y a las propiedades biológicas del producto, estas vacunas se 
clasifican en 3 categorías (Edwards S, 2007): 
 
Categoría I: Productos muertos o no viables, que no poseen ningún riesgo al 
medio ambiente. Ejemplo de estos productos: microorganismos inactivados 
completos o como subunidades creados por técnicas recombinantes.  
 
Categoría II: Productos que contienen microorganismos vivos modificados por 
adición o deleción de uno o más genes. La adición  de genes puede codificar 
para antígenos marcadores, enzimas u otros productos biotecnológicos. La 
deleción de genes puede codificar para virulencia, oncogenicidad, antígenos 
marcadores, enzimas y otros productos biotecnológicos. La licencia de los 
productos de esta categoría incluyen caracterización de los segmentos de DNA 
agregados o con deleción, así como también caracterización fenotípica del 
organismo alterado. Estas modificaciones genéticas no deben causar deterioro 
o alteraciones en las características seguras de organismo.  
 
Categoría III: Productos desarrollados a partir de vectores vivos (DNA 
plasmídico y virus vectores)  que cargan proteínas recombinantes, las cuales 
son antígenos inmunógenos. Estos vectores pueden cargar más de un gen. Se 
debe caracterizar al vector y a la proteína para determinar sus propiedades de 
seguridad.  
 
Aunque la legislación en el empleo de estas vacunas es incipiente, esta se 
puede basar en muchos aspectos a la existente para vacunas tradicionales, la 
cual puede variar de país a país. En el ámbito legal colombiano, la legislación 
sobre seguridad biotecnológica está reglamentada por el protocolo de 
Cartagena del 2000,  fundamentado en la manipulación y utilización segura de 
los organismos genéticamente modificados desarrollados a través de la 
biotecnología, velando o controlando sus posibles efectos adversos para la 
biodiversidad, la salud humana, animal y el medio ambiente. Así mismo, el 
Instituto Colombiano Agropecuario ICA expidió la resolución 2935 de 2001, 
sobre bioseguridad pecuaria, la cual reglamenta y establece el procedimiento 
de bioseguridad para la introducción, producción, liberación, comercialización, 
investigación, desarrollo biológico y control de calidad de los OMG de interés 
en la salud y pecuaria, sus derivados y productos que lo contengan (Ariza N, 
2004; Anzola H et al 2003). Adicionalmente, por medio del acuerdo ICA 04 de 
2002 se expidió el consejo Técnico Nacional de Bioseguridad Pecuaria (CTN) 
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el cual es el órgano científico y técnico, asesor del ICA, encargado de evaluar 
la introducción, producción, liberación comercialización, investigación, 
desarrollo biológico y control de calidad de OMG de interés en la salud animal y 
producción pecuaria (Ariza N, 2004; Forero C, 2001). 
 
Al trabajar con estos productos también se debe evaluar el riesgo para el medio 
ambiente y la salud humana. Esto con el fin de determinar su nivel de 
bioseguridad y para establecer las medidas necesarias en la manipulación. En 
la resolución ICA 2935, los organismos receptores o donantes utilizados en 
trabajos de terapia génica se clasifican en su potencial patogénico para el 
hombre y los animales en 4 clases (Anzola H et al 2003): 
 
1. Clase de riesgo 1: Organismo que no causa enfermedad al hombre ni a 
los animales. 
2. Clase de riesgo 2: Organismo patógeno que causa enfermedad al 
hombre o a los animales pero que no tiene riesgo serio para quien lo 
manipula. 
3. Clase de riesgo 3: Organismo patógeno que causa enfermedad grave al 
hombre o a los animales y puede presentar un riesgo serio a quien lo 
manipula. 
4. Clase de riesgo 4: Organismo patógeno que genera amenaza para el 
hombre y los animales, presentando alto riesgo a quien lo manipula, y 
tienen gran poder de transmisibilidad de un individuo a otro. 
Los lineamientos para el desarrollo, producción, caracterización y control de 
estos productos son preliminares y están sujetos a cambios de acuerdo a los 
nuevos avances y desarrollos se realicen en este campo. Sin embargo, se 
debe tener en cuenta la patogenicidad del microorganismo, virulencia, 
toxicidad, métodos de modificación genética empleados, métodos para llevar a 
cabo las inserciones, descripción de la preparación del fragmento, secuencia 
insertada, características del producto insertado, entre otros; con el fin de 
determinar los posibles riesgos para la salud humana, el medio ambiente o a la 
persona que manipula está tecnología.  
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CAPITULO III 
MATERIALES Y METODOS 
 
 
1. AMPLIFICACIÓN DE LA GLICOPROTEÍNA E2 DE LA ENVOLTURA DEL 
BVDV 
47B1.1. CULTIVOS Y VIRUS 
 
Para el presente estudio se empleó la línea celular MDBK (Marbin Darbin 
Bovine Kidney) obtenida del laboratorio de Virología de la Universidad de 
Wisconsin (USA) en pase 170 (Figura 6). Este cultivo fue mantenido en el 
laboratorio de virología de FMVZ. Igualmente, se emplearon cultivos primarios 
de cornea bovina tomados de plantas de sacrificio de Cundinamarca y 
desarrollados en el laboratorio de virología de la facultad (Figura 6). Estos 
cultivos se mantuvieron en Medio Esencial Mínimo (MEM), suplementado con 
10% de suero fetal bovino gama irradiado (GIBCO®) (certificado libre de 
antígenos y anticuerpos contra VDVB), 1.5% de penicilina estreptomicina y 
anfotericina (GIBCO®), 2% de glutamina (SIGMA®) a 37° C con 5% de CO2. 
Los medios y reactivos empleados en los cultivos celulares figuran en el Anexo 
A. 
 
 
 
Figura 6. Cultivos celulares empleados. A. Línea celular MDBK pase 173. B. 
Cultivo primario de cornea bovina pase 3. 
 
Para certificar la ausencia o presencia de virus adventicio de BVDV todos los 
cultivos fueron evaluados por la técnica de RT-PCR empleando primers que 
codifican la región conservada de BVDV 5´ UTR (Tabla 3). Está región no 
permite distinguir entre biotipos cp o no cp. 
 
A B 
 
 
 
 
48
Las cepas virales empleadas fueron dos virus citopáticos: NADL obtenido 
directamente de la ATCC (referencia V-534), así como también el virus 
denominado ICA previamente aislado de un brote natural de enfermedad de las 
mucosas en la Sabana de Bogotá, en 1984 y suministrada por el Instituto 
Colombiano Agropecuario (ICA) (Mendigaña C, 1996).  
 
48B1.2. INFECCIÓN CELULAR  
 
Al obtener las monocapas celulares, se procedió a infectar, siguiendo el 
siguiente protocolo (Bolin S et al, 1985): 
 
- Se sembraron las células en cajas T25 (1.000.000 células/caja).  
- Se descartó el medio de cultivo  
- Se lavó la monocapa con solución Buffer Fosfato (PBS) 
- Adsorción viral: Se expusó la monocapa celular a un volumen de 100μl de 
virus durante una hora en agitación lateral. 
- Se adicionó medio de cultivo (4ml) 3 a 4 horas pos inoculación 
- Se incubaron las células a 37° C 
- Se evaluaron las cosechas virales a  tres tiempos diferentes: 24, 48 y 72 
horas 
- Liberación viral: Las células y el sobrenadante se colectaron y sometieron a 
tres ciclos de congelación-descongelación 
- Se clarificaron los virus por centrifugación (2500rpm/min) por 10 minutos 
- Se congeló el virus a -70° C para usos posteriores.  
 
49B1.3. EXTRACCIÓN DEL RNA 
 
Se realizó extracción del ARN viral a las cepas de Diarrea Viral (NADL e ICA) y 
una vacuna comercial inactivada, que fueron empleadas como control positivo. 
Como control negativo se realizó extracción de RNA de agua DEPC. Así 
mismo, se realizó extracción de ARN viral a 11 sueros de vacas procedentes 
de la sabana de Bogotá con historia de abortos y repetición de calores. Estas 
muestras llegaron al laboratorio de virología veterinaria de la Universidad 
Nacional de Colombia para diagnóstico por remisión de un veterinario 
particular. 
 
Las extracciones de RNA se realizaron mediante el empleo del kit QIAamp® 
Viral RNA-QIAGEN. El principio de este kit se basa en la unión del RNA viral a 
una membrana de silica la cual está presente en QIAamp Mini spin column. 
Esta columna separa el RNA viral de resto de la muestra. Inicialmente, la 
muestra se lisó al someterla a un buffer denaturante (AVL) y a un cargador de 
RNA. El buffer AVL inactiva las RNAsas y aísla el RNA viral. El RNA cargador 
mejora la unión del RNA viral a la membrana de silica. La  cantidad de cada 
uno de estos reactivos depende del número total de muestras a realizar 
extracción viral. Posteriormente, se lavó la muestra para retirar los 
contaminantes y mejorar la pureza del RNA viral. Este lavado se realiza en dos 
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pasos utilizando dos buffers de lavado diferentes (buffer de lavado AW1 y 
buffer de lavado AW2). Se siguió el protocolo de kit QIAamp® Viral RNA 
(QIAGEN). 
 
- Se pipeteó 560l del buffer AVL que contiene el RNA cargador en un 
tubo de microcentrifuga. 
- Se adicionó 140 l de la muestra (suero o sobrenadante de cultivos 
celulares) a la mezcla del paso anterior. 
- Se homogenizó la muestra con los buffers mediante el empleo de vortex 
durante 15 segundos 
- La mezcla del paso anterior se incubó a temperatura ambiente por 10 
minutos para permitir la lisis de la partícula viral.   
- Se adicionó 560l de etanol al 96-100% a la muestra.  
- Se agitó la muestra (vortex 15 segundos) y se centrifugó a 8000 rpm por 
1 minuto. 
- Lavado: Se adicionó 500l del buffer de lavado AW1 y se centrifugó a 
8000 rpm /min. Posteriormente, se adicionó 500l del buffer de lavado 
AW2 y se centrifugó a 14000 rpm/3 min.  
- En cada centrifugación se eliminó el filtrado que pasa a través de la 
membrana de silica.  
- Elución del RNA viral puro: Para este paso se utilizó un buffer libre de 
RNAsa: el AVE, el cual lo separa de la membrana de silica obteniendo 
un RNA viral libre de proteínas, nucleasas y otros contaminantes.  
- Se adicionó 60l del búfer AVE y se dejó incubar por 1 minuto a 
temperatura ambiente 
- Se centrifugó a 8000rpm/ 1 minuto para colectar el filtrado, el cual posee 
el RNA viral. 
 
Una vez obtenido el RNA este se cuantificó mediante el empleo Quant it RNA 
assay Kit® Invitrogen. Se siguió el protocolo de Qbit Fluorometer-Invitrogen. 
Antes de cuantificar el RNA se calibró el equipo con Quant it RNA Standard 1 y 
2.  
 
- Se preparó  la solución working Quant-tI, diluyendo el Quant-iT RNA 
reagent  en el buffer RNA Quant-iT en una relación 1:200 
- Se empleó 198 l de la solución preparada en el paso anterior y se 
adicionó 2l de la muestra. 
- Se agitó la mezcla mediante vortex por 3 segundos e incubó por 2 
minutos a temperatura ambiente 
- La concentración es dada en ng/ml, para obtener la concentración de la 
muestra original en g/ml, multiplicar por el factor de dilución. Ver 
formula a continuación. 
 
Concentración de la muestra = Valor QF x (200/x) 
 
Valor QF: Valor dado por el Qubit fluorometro 
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X: Numero de micro litros de la muestra adicionada. 
 
El RNA viral obtenido fue fraccionado en tubos de PCR (5ul por tubo) y 
almacenado a -70˚C. 
 
50B1.4. SINTESIS DE DNA 
 
Se realizó síntesis de DNAc a partir de RNA viral mediante RT-PCR. 
Inicialmente, para la síntesis del DNAc se mezcló la muestra con Random 
primers-Promega®, para mayor sensibilidad (Tabla 4). Inicialmente, se 
mezclaron estos primers con el RNA viral, esta mezcla se introduce en el 
termociclador (Condiciones tabla 6). Posteriormente, se realizó la RT mediante 
el empleo de la transcriptasa reversa M-MVL Invitrogen® (Tabla 4). Las 
condiciones de la RT se encuentran tabla 6. El DNAc fue almacenado a -20°C 
para posteriores usos. 
 
Una vez obtenido el DNAc de las diferentes muestras, primero se realizó 
amplificación de la región conservada 5´UTR del genoma de BVDV para 
determinar las muestras positivas. Posteriormente, se realizó amplificación de 
la gp E2 a partir de las muestras que amplificaron la región conservada. 
 
111B .4.1. Amplificación de la región conservada de DVB 
 
Mediante la amplificación de una región conservada de BVDV, se establecieron 
que muestras son positivas para BVDV. Para la realización de esta PCR se 
empleó un par de primers que amplifican la región 5´ UTR del genoma viral. 
Esta región es una de las más conservadas entre los diferentes genotipos 
virales. Los primers diseñados amplifican un fragmento de 280 pb (Vilcek S, et 
al 1994) y fueron empleados en la estandarización de la RT-PCR para el virus 
DVB (Burbano H, et al  2002) (Tabla 3). Las concentraciones empleadas de 
cada reactivo para la realización de la PCR se encuentran en la tabla 4.  
 
Se realizó amplificación del genoma BVDV de la región conservada a partir de 
la cepa de referencia NADL, cepa colombiana ICA, una vacuna comercial 
inactivada, en los sueros bovinos recibidos al laboratorio, así como también en 
los cultivos celulares y SFB empleados para la investigación. 
 
Tabla 3. Primers empleados para la amplificación de la región conservada 5´ 
UTR de BVDV y sus características 
 
Primer  pb Tm %GC 
Primer forward:  5´ CATGCCCATAGTAGGAC 3´ 17 49 52.9 
Primer reverse:  5´ CCATGTGCCATGTACAG 3 17 50.5 52.9 
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Tabla 4. Reactivos empleados en la RT para producir el DNAc. 
Concentraciones y volumen por tubo 
 
Reactivo Solución 
Stock 
Solución de 
trabajo 
Volumen (µl) 
Random primers 500ng/µl 7.5ng/ µl 4 
RNA X 4ng/ul 5 
RT 
Buffer RT 5x 1x 4 
DnTPs-Invitrogen 10mM 0.5mM 1 
RNAsin 40U/µl   1 U/µl 0.5 
M-MVL 200U/µl 5 U/µl 0.5 
Agua DEPC - - 5 
TOTAL   11 
 
El cDNA obtenido por la RT se empleó como plantilla para realizar la 
amplificación por PCR (Tabla 5). Se adicionó 4µl de cDNA a cada tubo con 
21µl de mezcla para PCR. La polimerasa empleada para la PCR fue Go 
taq®Flexi DNA polymerasa- Promega. 
 
Tabla 5. Reactivos empleados en la PCR para amplificar la región conservada 
5´UTR de BVDV. Concentraciones y volumen por tubo. 
 
Reactivo Solución Stock Solución de 
trabajo 
Volumen (µl) 
Agua - - 9 
Buffer PCR 5x 1x 5 
dNTPs 10mM 0.5mM 1.25 
MgCl2 25mM 3.5mM 3.5 
Primer Forward 20µM 1µM 1 
Primer Reverse 20µM 1µM 1 
Polimerasa 5 U/µl  0.05 U/µl 0.25 
TOTAL   21 
 
La RT-PCR se realizó en el termociclador BIORAD ®, DNA Engine. Las 
condiciones de RT-PCR para BVDV de la región conservada 5´UTR están 
citadas en la tabla 6. (Burbano H, et al  2002). 
 
Tabla 6. Condiciones empleadas en la RT-PCR de la región  conservada 
5´UTR de BVDV 
 
Random Un ciclo: 65° C x 3 minutos 
Síntesis DNAc  
y pre-denaturación 
Un ciclo:     42˚C x 30 minutos;  
                   94 ˚C x 5 minutos 
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Amplificación PCR Un ciclo:     94 ˚C x 5 minutos 
35 ciclos:    94˚C x 15 segundos,  
                   53 ˚C x 30 segundos;  
                   72˚ C x 30 segundos 
Extensión final 1 ciclo:       72˚C x 5 minutos 
 
Los amplificados se evaluaron por electroforesis empleando un gel de agarosa 
grado Biología Molecular- Sigma ® al 1% a un voltaje constante de 70V durante 
una hora. El marcador de peso molecular usado fue: DNA en escalera 100pb 
fermentas®. Los amplificados se visualizaron mediante la tinción con 
EZ.vision®.  
 
112B .4.2. Amplificación de la glicoproteína E2 del BVDV 
 
Se realizó la amplificación de la gp E2, a partir de las muestras que 
evidenciaron la presencia de BVDV mediante la amplificación de la región 
conservada 5´ UTR. Se empleó el DNAc de las muestras de las dos cepas 
virales NADL e ICA y de 6/11 sueros bovinos positivos.  
 
Se realizó amplificación del fragmento que codifica la proteína E2 completa y 
truncada. Los primers empleados para la E2 completa amplifican un fragmento 
de 1380 pares de bases (Toth R, et al 1999) y los primers empleados para la 
E2 truncada amplifican un fragmento de 1080 pares de bases (Donofrío G, et al 
2006) Ver tabla 7. En las dos parejas de primers se modificaron sus extremos 
5´ por la adición de sitios de restricción para la enzima BglII 5´AGATCT 3, para 
facilitar la clonación dentro del plásmido.  
 
Tabla 7. Primers empleados para la amplificación de la región E2 de BVDV.  
 
Iniciadores proteína E2 5’-3’ Pb Tm %GC 
E2 completa:  
Forward:  
 GGGUAGATCT UTGGAACGCTGCAACAACTACTG  
Reverse 
 GUAGATCT UCTATAAGAGTAAGACCCACTT  
E2 truncada (EΔ): 
Forward: 
CCCG UAGATCT UGCACTTGGATTGCAAACCTGAATTC 
Reverse: 
CCCCG UAGATCT UAGTGGACTCAGCGAAGTAATCCCC 
 
 
31 
28 
 
 
 
35 
35 
 
 
63.5
55 
 
 
 
64.6
66.5
 
 
51.6 
39.3 
 
 
 
48.6 
57.1 
U*  AGATCTU Sitio de restricción para la enzima BglII 
 
Las concentraciones de cada reactivo empleadas para la amplificación de la 
secuencia E2 se encuentran en la tabla 8.  
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Tabla 8. Reactivos empleados en la PCR para amplificar la secuencia E2 de 
BVDV. Concentraciones y volumen por tubo. 
 
Reactivo Solución Stock Solución de 
trabajo 
Volumen (µl) 
Agua - - 9 
Búfer PCR 5x 1x 5 
dNTPs 10mM 0.5mM 1.25 
MgCl2 25mM 4mM 4 
Primer Forward 20µM 1µM 1.25 
Primer Reverse 20µM 1µM 1.25 
Taq Polimerasa 5 U/µl  0.05 U/µl 0.25 
TOTAL   21 
 
La amplificación se realizó en el termociclador BIORAD ®, DNA Engine. Las 
condiciones de la PCR empleadas para amplificar la secuencia que codifica la 
E2 completa y truncada se encuentran en la tabla 9.  
 
Tabla 9. Condiciones empleadas en la PCR para la amplificación de la E2 
 
 Proteína completa y truncada 
Amplificación PCR 1 ciclo:       94 ˚C x 5 minutos 
35 ciclos:   94˚C x 30 segundos,  
                  60 ˚C x 60 segundos;  
                  72˚ C x 60 segundos. 
Extensión final 1 ciclo:     72 ˚C x 12 minutos 
 
Los amplificados se evaluaron por electroforesis empleando un gel de agarosa 
grado Biología Molecular- Sigma ® al 1% a un voltaje constante de 85V durante 
una hora. El marcador de peso molecular usado fué DNA en escalera 100pb- 
Fermentas®. Los amplificados se visualizaron mediante la tinción con Ez 
vision®  
 
51B .5. PURIFICACIÓN DEL TRANSGEN E2 
 
Una vez obtenido el producto de PCR que amplificó la secuencia que codifica 
la proteína E2 completa o E2 truncada (EΔ) de la cepa NADL se purificó para 
separar los contaminantes como RNA y proteínas, mediante el empleo del Kit 
QIAquick Gel Extraction-QIAGEN®. En este procedimiento se solubilizó el 
fragmento de gel para desprender el DNA y posteriormente unirlo a una resina 
y por medio de buffers especiales se obtiene una eficiente recuperación del 
DNA. La absorción de los ácidos nucleícos a la membrana de silica ocurre solo 
en presencia de concentraciones altas de sales caotrópicas y del pH (<7.5).  
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- Se cortó el fragmento de DNA a partir de la agarosa con una cuchilla de 
bisturí y se pesó el  mismo, verificando que no pese mas de 400mg 
- Se solubilizó el fragmento de gel. Este se realizó mediante la adición del 
Buffer QG al gel en relación 3 a 1  Ej. Adición de 300l de búfer por cada 
100 mg de gel. Esta mezcla se dejó incubar a 50°C por 10 minutos (o 
hasta que el gel se disuelva completamente). Para ayudar a disolver el gel, 
la mezcla se agitó con vortex cada 3 minutos durante la incubación. 
- Se adicionó isopropanol al gel disuelto en una relación 1:1. Ej. Si el gel es 
de 100 mg adicionar 100l de isopropanol 
- Se unió el DNA a la membrana de silica mediante la adición de la mezcla  
dentro de la columna y se centrifugó por un minuto. 
- Se adicionó 0.5 ml de Buffer QG a la columna QIAquick y se centrifugó por 
un minuto 
- Se lavó adicionando 0.75 ml de Buffer PE a la columna QIAquick y se 
centrifugó a 13000 rpm por un minuto. Esta centrifugación se repitió una 
vez más. 
- Se eluyó el DNA mediante la adición de 50 l de buffer EB (10mM Tris.Cl, 
pH 8.5) al centro de la membrana de la columna y se centrifugó por un 
minuto. 
 
52B1.6. CUANTIFICACIÓN DEL TRANSGEN E2 
 
La cuantificación del transgen E2 purificado se realizó mediante el empleo 
Quant it ds-DNA assay Kit® Invitrogen. Se siguió el protocolo de Qbit 
Fluorometer-Invitrogen®. Antes de cuantificar el DNA se calibró el equipo con 
Quant it ds DNA Standard 1 y 2. 
- Se preparó  la solución working Quant-it, diluyendo el Quant-iT ds DNA 
reagent  en el buffer ds DNA Quant-iT en una relación 1:200 
- Se empleó  198 l de la solución preparada en el paso anterior y se 
adicionó 2l de la muestra. 
- Se agitó la mezcla mediante vortex por 3 segundos e incubó por 2 
minutos a temperatura ambiente 
- La concentración es dada en ng/ml, para obtener la concentración de la 
muestra original en g/ml, se multiplicó por el factor de dilución. Ver 
formula a continuación. 
 
Concentración de la muestra= Valor QF x (200/x) 
Valor QF: Valor dado por el Qubit fluorometro 
X: Numero de micro litros de la muestra adicionada. 
 
El DNA obtenido cuantificado y purificado se almacenó a -20˚C. 
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53B1.7. EVALUACIÓN DEL TRANSGEN 
 
El transgen E2 purificado se analizó mediante electroforesis  y secuenciación. 
 
113B .7.1. Electroforesis 
 
Los productos de PCR E2 purificados se evaluaron por electroforesis. 
Condiciones previamente descritas.   
 
114B .7.2. Secuenciación 
 
Los dos productos de PCR que amplificaron para la E2 completa y la E2 
truncada fueron enviados a secuenciar a Macrogen® (Corea) a través de la 
compañía Corpogen®-Colombia. La secuenciación se realizó en las dos 
direcciones con 15ul de amplicon purificado a partir de gel (Gel extraction 
purification-QIAGEN®). Las muestras fueron ensambladas y editadas usando 
el programa Bioedit 7. La secuencia de cada uno de los amplicones se 
comparó con la secuencia del gen que codifica para la gpE2 de la cepa NADL 
de BVDV 1 obtenida del GenBank (números de acceso M31182.1). La 
secuencias obtenidas de le gpE2 se utilizaron para realizar blast  pairwise 
alignments (NCBI, USA).   
 
 
 
15B2. CLONACIÓN DEL GEN DE LA GLICOPROTEINA E2 DENTRO DE UN 
VECTOR DE TRANSFERENCIA 
 
54B2.1. PLÁSMIDO  
 
Se empleó como vector de transferencia el plásmido pAdvatorCMV5(Cuo)CU 
IresGFP (Bourbeau D et al, 2007) para insertar el transgen que codifica la 
glicoproteína E2 del BVDV (Figura 7). Este vector fue desarrollado y donado 
por el Instituto de Investigación en Biotecnología de Montreal (IRB), National 
Research Council of Canada (NRC-CNRS).  
      1          2           3      
   1          2           3   
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Figura 7. Distribución de las diferentes regiones del pAdvatorCMV5CuoCU 
IresGFP y sus sitios de restricción. 
 
En este vector de transferencia pAdvatorCMV5(Cuo)CUIresGFP se insertó una 
construcción bicistrónica  que posee una secuencia que codifica el gen suicida 
Cu. Este transgen está bajo el control del promotor constitutivo viral CMV5 
seguido por una secuencia IRES que favorece la expresión del gen reportero 
GFP. La presencia del operador de cumato: Cuo en el vector estabiliza la 
expresión de transgen dada por el CMV (Bourbeau D et al, 2007). 
 
Este vector de transferencia ha sido empleado por Bourbeau D et al, 2007 en 
terapia contra el cáncer al expresar el gen suicida Cu mediante la fusión de dos  
genes el citocine diamininasa (CD) y el Uracil fosoforibosil transferasa. Para 
emplear este plásmido en la construcción se extrajó el gen Cu por los sitios de 
restricción que codifican Bglll. Este sitio fue reemplazado por la secuencia que 
codifica para la E2 la cual posee en sus extremos sitios de restricción para la 
misma enzima.  
 
55B2.2. PRE-LIGACIÓN DE DNA  
 
115B2.2.1. Digestión del DNA plasmídico y del DNA del transgen con enzimas 
de restricción:  
 
Para unir el vector de transferencia y el DNA exógeno (inserto), fue necesaria 
la digestión de los dos con la misma enzima. En esta construcción, tanto el 
plásmido como el inserto poseen sitio de restricción para la enzima Bglll. Para 
ligar el plásmido pAdvatorCMV5(Cuo)IresGFP y el inserto E2 se empleó el 
protocolo de ligación de extremos cohesivos dado por el corte de la enzima 
BglII.  
pAdvatorCMV5CuOCuIresGFP 
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El pAdvatorCMV5(Cuo)CUIresGFP de 11503pb se digirió con esta enzima la 
cual corta a nivel del vector en las posiciones 2134pb y 4075pb (Figura 8). Este 
lugar es ocupado por el gen que codifica para la proteína Cu de un tamaño de 
1946pb.  
 
Al retirarse este gen el plásmido se convierte en pAdvatorCMV5(Cuo)Ires GFP 
con un tamaño de 9552pb Ver figura 8. En este sitio se inserta el transgen de 
1080 pb secuencia que codifica para el gen de la proteína E2 truncada o de 
1380pb secuencia que codifica el gen de la proteína E2 completa. 
 
 
 
Figura 8. Localización de los sitios de corte para la enzima de restricción BglIl 
en el  pAdenovatorCMV5CuoCU IresGFP. 
 
El transgen se digirió con esta misma enzima para delimitar la región específica 
a clonar y dejar los extremos cohesivos. Los protocolos de digestión de DNA 
con enzimas de restricción se siguieron de acuerdo a Kevin S, Current 
Protocols in Molecular Biology 1997, ver tabla 10.  
 
 Tabla 10. Reactivos en la digestión del DNA plasmídico y el transgen con Bglll 
 
  Reactivo Concentración Concentración 
 por tubo 
Volumen 
final  
(l) 
DNA  0.1-4g - 
Búfer de 
restricción NE 
10x 1x 3 
H2O DEPC - - 11 
Enzima BglII 
(New England-Bio 
Labs®) 
10U/µl 5u 1 
E2 
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TOTAL   30 
 
- Se incubó la reacción a 37°C durante 1 hora 
- Se inactivó a 65°C durante 20 minutos 
- Se corrió un gel de agarosa al 0.75% para evaluar el DNA plasmídico 
digerido, así mismo se monta un DNA sin digerir como control. La 
electroforesis se realizó a un voltaje constante de 65V durante una hora y 
media. El marcador de peso molecular usado fue: DNA en escalera de 
1000 pb Hyperladder I-Bioline®. Los amplificados se visualizaron 
mediante la tinción con EZ-vision ®. 
116B2.2.2. Purificación del DNA digerido 
 
Una vez digerido el vector de transferencia se purificó para separar los restos 
de enzima, mediante el empleo del Kit QIAquick Gel Extraction QIAGEN®. Así 
mismo, este procedimiento se realizó para la recuperación de solo el fragmento 
del plásmido sin Cu de aproximadamente 9500pb, al cortar solo la banda de 
mayor tamaño. Se siguió el protocolo del Kit QIAquick Gel Extraction 
QIAGEN®, previamente descrito. 
 
Así mismo, el inserto que codifica para la E2 digerido con BglII se purificó para 
retirar restos de enzima mediante el empleo del kit QIAquick PCR purification 
(QIAGEN®). Se siguió el protocolo del kit:  
 
- Se adicionó 5 volúmenes del búfer PBI a un volumen del producto de 
PCR y se mezcló. Ej. Se adicionó  250 µl  del búfer PBI a un volumen de 
muestra de PCR de 50 µl 
- Se evaluó el color de la mezcla, la cual debe ser similar al búfer PBI  
- Se adicionó la mezcla del paso anterior, a la columna y se centrifugó por 
un minuto 
- Se eliminó el flujo que pasa a través de la membrana 
- Se lavó el DNA mediante la adición del búfer PE 750ul y se centrifugó 
- Se eluyó el DNA aplicando 50ul del búfer EB en el centro de la 
membrana y se incubo entre 1 a 5 minutos. Posteriormente se centrifugó.  
117B2.2.3. Desfosforilación del vector de transferencia 
  
Antes de realizar la ligación, el vector de transferencia: pAdvatorCMV5(Cuo) 
IresGFP se desfosforiló con la enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternero 
(CIP) (NewEngland-BioLabs®) con el fin de evitar  que el plásmido linearizado 
se vuelva a recircularizar. Los protocolos de desfosforilación de DNA se 
siguieron de acuerdo a Kevin S, Current Protocols in Molecular Biology 1997. 
(Tabla 11).  
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Tabla 11. Reactivos en la desfosforilación del plásmido de transferencia. 
Concentración y volumen  
 
Reactivo Concentración
(g) 
Volumen final 
(l) 
DNA  25 
Búfer de restricción NE3 
10x 
1x 5 
H2O DEPC - 18 
CIP  1U/g 1 
TOTAL  50 
 
- Se incubó la reacción a 37°C durante hora y 30 minutos  
- Se inactivó la reacción por 65°C durante 20 minutos. 
- Se purificó el DNA plasmídico con el kit QIAquick PCR purification 
(QIAGEN®), para eliminar cualquier resto de enzima que pueda interferir 
con las etapas posteriores. Protocolo previamente descrito. 
 
56B2.3. LIGACIÓN DEL DNA 
 
La reacción de ligación entre el vector de transferencia: pAdvatorCMV5(Cuo) 
IresGFP  y el transgen E2 versión completa y truncada (E2Δ) se realizó 
mediante el empleo de la enzima T4 DNA ligasa (NewEngland-BioLabs®). Se 
ligó en una relación 2 a 1 de transgen y plásmido (Tabla 12). 
 
Tabla 12. Reactivos en la ligación entre el plásmido de transferencia y la 
secuencia E2.  
 
  Reactivo Concentración
 (g) 
Volumen final  
(l) 
DNA Plasmídico 0.25 8 
DNA inserto 0.6 7 
Búfer de restricción NE 
10x 
1x 3 
Enzima 1U 1 
Agua DEPC - 11 
TOTAL  30 
 
- Se incubó la reacción a 25°C por 10 minutos según recomendaciones 
de la casa comercial de la enzima. También se incubó la reacción a 
temperatura ambiente overnight para mayor eficiencia  
- Se inactivó la enzima 60°C durante 15 minutos.   
- Se corrió un gel de agarosa al 0.75% para evaluar el DNA plasmídico 
ligado. La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 65V durante 
una hora y media. El marcador de peso molecular usado fue: DNA en 
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escalera de 1000 pb Hyperladder I-Bioline®. Los amplificados se 
visualizaron mediante la tinción con EZ-vision ®  
 
57B2.4. CLONACIÓN DEL pAdvatorCMV5CuO E2 IRES GFP  
118B2.4.1. Células bacterianas 
 
El plásmido de transferencia ligado con el transgen se amplificó mediante la 
transformación de bacterias competentes DH5α. El genotipo de esta cepa se 
deriva de la cepa DH1 mediante la introducción de una mutación deoR. Las 
células empleadas para la transformación fueron las quimiocompetentes E. coli 
DH5α (MAX efficience Competent cells-INVITROGEN®) y/o las 
electrocompetentes E. coli DH5α (MP Biomedicals).  
 
119B2.4.2. Medio de cultivo y suplementos para las células bacterianas:  
 
Para la amplificación de las células bacterianas sin transformar se empleó el 
medio de cultivo LB (Luria Bretani) (Sigma®) y para la amplificación de  células 
transformadas se empleó un medio rico en glucosa como el SOC (MP®). Los 
medios y reactivos empleados en los cultivos de bacterias figuran en el Anexo 
B. Los medios de cultivo se suplementaron con 50mg/ml de Ampicilina o 
Kanamicina 30mg/ml.  
 
120B .4.3. Amplificación y congelación bacteriana 
 
Se realizó la multiplicación de las diferentes células bacterianas empleadas 
(E.coli DH5α y  E. coli BJ5183-MP Biomedicals®) para mantener un stock de 
trabajo durante el experimento. 
 
- Se virtió 5 µl de células competentes del stock original en medio sólido LB 
- Se incubó a 37°C  
- Se picaron entre 1 a 5 colonias y se virtió cada una en 5 ml de medio liquido 
LB 
- Se incubó cada colonia en agitación (250rpm) a 37°C overnight en shaker 
orbital -Thermo®. 
- Se inocularon los 5ml del cultivo overnight en 500ml de medio LB liquido  
- Se incubó en agitación (275rpm) a 37°C hasta una densidad óptica OD600: 
0.5-0.8 
- Se enfriaron las células en hielo durante 20 minutos y se mantuvieron las 
células en todos los pasos a 0° C. 
- Se transfirieron las células a frascos de 250ml y se centrifugaron a 6000rpm 
durante 15 minutos a 4°C. 
- Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 500ml de glicerol 
al 10% frío. 
 
 
 
 
61
- Se centrifugó a 6000rpm durante 15minutos a 4°C y se eliminó el 
sobrenadante 
- Se re-suspendió el pellet en 250ml de glicerol al 10% frío. 
- Se centrifugó a 6000rpm durante 15 minutos a 4°C y posteriormente se 
eliminó el sobrenadante 
- Se re-suspendió el pellet en 20ml de glicerol al 10% frío y se centrifugó a 
6000rpm durante 15minutos a 4°C. 
- Se eliminó completamente el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 
1ml de glicerol al 10% frío. 
- Se fraccionaron las células en 50µl en tubos ependorf  
- Se congelaron las células a -70°C. 
 
121B .4.4. Transformación de bacterias 
 
La alteración de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana para que 
ingrese el DNA plasmídico se realizó mediante dos métodos  de 
transformación: la electroporación y el choque por calor. En cada uno de los 
métodos se emplea la misma cepa bacteriana E.coli DH5α.  
 
2.4.4.1. Transformación con choque térmico 
 
En esta transformación se emplearon  las bacterias E.coli DH5α 
quimiocompetentes y se siguió el procedimiento descrito por  Chung C et al, 
1989. 
 
- Se descongeló 50µl  del stock de  bacterias E.coli DH5α mantenidas a -
70°C (previamente multiplicadas) en baño de hielo 
- Se descongeló en baño de hielo los plásmidos de transferencia 
recombinantes: pAdvatorCMV5(Cuo)E2IresGFP y el 
pAdvatorCMV5(Cuo)E2ΔIresGFP 
- Se pipeteó  100ng del plásmido y se adicionó a las células 
- Se incubó la mezcla de plásmido y bacterias en hielo seco o a 4°C por 30 
minutos  
- Se introdujó la mezcla en baño maría a 42°C por 45 segundos 
- Se incubó en baño de hielo nuevamente por 1 minuto 
- Se virtió inmediatamente en medio de cultivo SOC 500µl sin antibiótico 
- Se incubó 37°C en agitación(225/250 rpm) durante 1 hora 
 
2.4.4.2. Transformación mediante electroporación 
 
En esta transformación se emplearon  las células E.coli DH5α 
electrocompetentes y se siguió el protocolo del Hanze J et al, 1999.  
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- Se descongeló 50µl  del stock de  bacterias E.coli DH5α mantenidas a -
70°C (previamente multiplicadas) en baño de hielo  
- Se descongeló en baño de hielo los plásmidos de transferencia 
recombinantes: el pAdvatorCMV5(Cuo)E2IresGFP y el 
pAdvatorCMV5(Cuo)E2ΔIresGFP  
- Se pipetearon  100ng del plásmido y se adicionaron a las células 
- Se incubó la mezcla en baño de hielo por 5 minutos 
- Se introdujó la mezcla en cubetas de Electroporación de 2mm frías 
(Thermo®) 
- Se electroporó en el equipo Cellject Duo -Thermo®. Ver condiciones 
tabla 13. 
- Se virtió inmediatamente en medio de cultivo SOC 500µl sin antibiótico 
- Se incubó a 37°C en agitación (225/250 rpm) durante 1 hora 
 
Tabla 13. Condiciones de la electroporación de células E.coli DH5α 
 
Células Tipo de 
pulso 
Capacitancia 
µF 
Resistencia 
Ohm 
Voltaje Cubeta 
Cm 
Volumen  
células 
µl 
E.coli 
DH5α 
Decaimiento 
exponencial 
15 150 2500 0.2 50 
 
La electroporación siempre se realizó con las mismas condiciones, debido a  
que el equipo Cellject Duo -Thermo® viene con programas preestablecidos. 
 
122B .4.5. Selección de transformantes  
 
Las células transformadas son seleccionadas mediante la siembra en medios 
selectivos con antibióticos. Dependiendo del gen de resistencia al antibiótico 
que codifique el plásmido se suplementa el medio. El pAdvatorCMV5(Cuo)Ires 
GFP presenta gen de resistencia a kanamicina y se suplementa el medio sólido 
LB con 30µg/ml de este antibiótico. 
 
- Se virtió el medio en caja de petri y se esperó a que este se solidifique 
- Se extendió con un asa 500µl de las células transformadas en la caja de 
petri 
- Se incubó a 37°C por  12 a 16 horas. 
 
123B .4.6. Amplificación y purificación de los plásmidos de transferencia 
recombinantes 
 
Se escogieron colonias que estaban solas o aisladas de otras para picarlas y 
poder iniciar con la producción del plásmido de transferencia que contenga el 
transgen. 
 
 
 
 
 
63
- Se picaron entre 5-10 colonias de la caja de petri sembradas en medio 
sólido selectivo 
- Se inoculó cada colonia en medio líquido LB (3 ml) suplementado con 
kanamicina 30µg/ml  
- Se incubó en agitación (250rpm) a 37°C por 12 a 16 horas en el Forma 
orbital shaker-Thermo®. 
 
El procedimiento de purificación se realizó en dos etapas. Primero a mini 
escala o mini preparación, purificando 10 colonias y posteriormente la segunda 
etapa: la maxiprepración. En esta última, se amplificaron las colonias 
confirmadas a la presencia del transgen  para obtener un mayor volumen del 
plásmido. 
 
De los plásmidos de transferencia recombinantes pAdvatorCMV5(Cuo)E2Ires 
GFP y el pAdvatorCMV5(Cuo)E2ΔIresGFP se obtuvieron 10 colonias de cada 
uno para ser purificadas en la miniprep. Esta purificación se realizó mediante el 
empleo del kit QIAprep Miniprep (QIAGEN®). El principio de este kit se basa en 
la lisis alcalina de las bacterias seguido por la absorción del DNA a una 
membrana de silica la cual está presente en QIAprep mini spin columna. Esta 
columna separa el DNA de resto de la muestra. Se siguió el protocolo de 
QIAprep Miniprep -QIAGEN®:  
 
- Se recuperaron las células. Para este procedimiento se centrifugaron las 
células E.coli DH5α a 8000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente y 
se eliminó el sobrenadante. 
- Lisis celular: Se re-suspendió el pellet de células en 250µl de búfer P1. 
Esta mezcla se agitó mediante el empleo de vortex. Posteriormente se 
adicionó 250µl de búfer P2 y se mezcló cuidadosamente invirtiendo el 
tubo de 4 a 6 veces. 
- Neutralización: Se adicionó 350 µl de buffer N3 y se mezcló 
inmediatamente  invirtiendo el tubo de 4 a  6 veces 
- Recuperación de plásmidos: Se centrifugó a 13000rpm por 10 minutos y 
se colocó el sobrenadante en la columna QIAprep.  
- Lavado del DNA plasmídico: Este lavado se realizó en dos pasos 
utilizando dos buffers de lavado diferentes (buffer PB y buffer PE), con el 
fin de remover los contaminantes del DNA plasmídico y los 
carbohidratos generados por algunas bacterias. Primero se adicionó 
500ul del buffer PB y se centrifugó a 13000rpm/minuto. Posteriormente, 
se adicionó 750ul del buffer PE y se centrifugó 1 minuto. 
- En cada centrifugación se eliminó el filtrado que pasa a través de la 
membrana de silica.  
- Elución del DNA: La columna se colocó en un tubo de microcentrífuga 
nuevo y se adicionó el búfer EB (50µl), el cual contiene 10mM Tris-Cl, 
pH a 8.5. Este se dejó actuar por 1 minuto y se centrifugó por 1 minuto. 
Los 10 plásmidos de transferencia recombinantes purificados se 
almacenaron a -20°C. 
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58B2.5. POSLIGACIÓN 
 
Una vez se obtienen las colonias purificadas con la minipreparación se evaluó 
la presencia y dirección del inserto dentro del plásmido mediante mapeo de 
restricción, amplificación de la E2 por PCR y secuenciación.  
 
124B .5.1. Amplificación de la E2 completa o truncada por PCR a partir de los 
plásmidos pAdvatorCuoE2IresGFP o pAdvatorCuoE2ΔIresGFP  
 
Este procedimiento se realizó con el fin de determinar que el gen que codifica 
para esta proteína se haya insertado dentro del plásmido de transferencia. Para 
este paso se emplearon los primers del gen que codifica la proteína E2 
truncada (EΔ) amplificando una banda de 1080 pb, ver tabla 7. 
 
La PCR se realizó en el termociclador BIORAD ®, DNA Engine. Los reactivos y 
condiciones de la PCR para amplificar la E2 se encuentran citados previamente 
en la tabla 8 y 9. Se hizó migración en un gel de agarosa al 0.75% para evaluar 
la E2 completa y truncada amplificada. La electroforesis se realizó a un voltaje 
constante de 80V durante una hora. El marcador de peso molecular usado fué 
DNA en escalera 100pb- Fermentas®. 
125B .5.2. Mapeo de restricción de pAdvatorCMVCuoE2ΔGFP  
 
Este procedimiento se realizó para verificar que la secuencia que codifica para 
la E2 truncada (EΔ) se encontraba en la dirección correcta dentro del plásmido. 
Se realizó digestión con dos enzimas de restricción, teniendo en cuenta que 
estas realicen el menor número de cortes posibles. Se empleó una enzima que 
digiera el plásmido en un sólo sitio y otra enzima para cortar la secuencia de 
E2Δ. La reacción de digestión del plásmido de transferencia recombinante 
pAdvatorCMV5CuoE2ΔGFP se realizó empleando las enzimas de restricción 
NewEngland-BioLabs. Los reactivos empleados en la digestión se observan en 
la tabla 14.  
 
La digestión del vector de transferencia con la versión E2 truncada (EΔ) se 
realizó con las enzimas PmeI y EcoRV. La PmeI lineariza el 
pAdvatorCMV5CuoE2ΔIresGFP en la posición 6688pb. La EcoRV  corta el gen 
que codifica para la E2 truncada en dos fragmentos. El primero en 208 y el 
segundo en 872pb (Figura 9).  
Una vez ocurre la digestión, si el transgen se insertó en la dirección correcta se 
visualizan dos bandas una de 3821pb y 6960pb  
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Figura 9. Sitios de digestión del plásmido de transferencia con la E2 truncada. 
Señalando punto 0, sitios de la enzima BglII a 2134 y 4075pb, Sitio de corte de 
EcoRV y sitio de corte de PmeI a 6688pb. 
 
Los protocolos de digestión de DNA con enzimas de restricción se siguieron de 
acuerdo a Kevin S, Current Protocols in Molecular Biology 1997. (Tabla 14):  
 
Tabla 14. Reactivos en el mapeo de restricción del plásmido de transferencia 
recombinante 
 
  Reactivo Concentración 
 (g) 
Volumen final 
(l) 
DNA 0.1-4g 5 
Buffer 10x 1x 2 
H2O DEPC X 10 
EcoRV 1U 1 
PmeI 1U 1 
TOTAL  20 
 
- Se incubó la reacción a 37°C durante una hora y media 
- Se inactivó la reacción a 65°C durante 20  minutos. 
- Se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0.75 a un voltaje constante 
de 60V durante dos horas. Marcador de peso molecular DNA en 
escalera 1000 pb (Hyperladder I -Bioline ®). Se visualizaron los 
fragmentos de DNA mediante la tinción con Ez-Vision ®. 
 
126B .5.3. Secuenciación 
 
Para garantizar la clonación exitosa se realizó secuenciación de la región 
donde se introdujo el inserto. Para esto se sintetizaron primers que amplifiquen 
el esqueleto del plásmido cercano al sitio de restricción BglII y un primer que 
amplifique el interior de la secuencia para E2. Tabla 15. 
  1                    2            
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Tabla 15. Secuencia y características de los primers empleados para la 
secuenciación del inserto E2 y E2Δ dentro del plásmido 
 
Primer Pb Tm %GC 
PAdE2    5´CCCAAAAGAATCTGGGGGAGGAT  23 58.9 52 
pAdR2    5´ CCCTCCCTCTCCCGCCTTAA 3´ 20 61 65 
 
Se envió a secuenciar el DNA obtenido de la minipreparación con la 
amplificación previa de E2Δ y que por digestión evidenciaron dos fragmentos 
compatibles con la inserción en la dirección correcta. 
 
El plásmido fue enviado a secuenciar a Macrogen® (Corea) a través de la 
compañía Corpogen®-Colombia. La muestra fue ensamblada y editada 
usando el programa Bioedit 7. La secuencia del plásmido se comparó con la 
secuencia del gen que codifica para la gpE2 de la cepa NADL de BVDV 1 
obtenida del GenBank (números de acceso M31182.1). La secuencia obtenida 
del plásmido se utilizó para realizar blast  pairwise alignments (NCBI, USA).   
 
59B2.6. Amplificación a gran escala del plásmido de transferencia 
recombinante 
 
La maxi purificación se realizó mediante el empleo del kit QIAGEN® Plasmid 
purification (QIAGEN). El principio de este kit se basa en la lisis alcalina de las 
bacterias seguido por la absorción del DNA a una membrana de silica la cual 
está presente en QIAGEN tip 500. Esta columna separa el DNA de resto de la 
muestra. Esta maxi preparación se realiza con el fin de obtener un mayor 
número de plásmidos, por lo cual se siembran las células transformadas en un 
mayor volumen de medio LB selectivo. 
 
- Siembra de transformantes: Se inoculó 50µl de la colonia de células 
transformadas en medio LB liquido (125ml) suplementado con 
kanamicina 30ug/ml. Esto se realizó en dos frascos obteniendo un 
volumen de 250ml.  
- Se incubó en agitación (250rpm) a 37°C por 12 a 16 horas en shaker 
orbital-Thermo®. 
- Se cosecharon las células bacterianas por centrifugación a 5000rpm por 
15 minutos a 4°C. 
- Lisis bacteriana: Se re-suspendió el pellet bacteriano en 10ml del buffer 
P1. Posteriormente se adicionó 10ml del búfer P2. Esta mezcla se 
homogenizó invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces, e incubó a temperatura 
ambiente (15-25º C) por 5 minutos. 
- Neutralización de la reacción: Se adicionó 10ml del Búfer P3 (frío), este 
se homogenizó invirtiendo el frasco de 4 a 6 veces e incubó en hielo por 
20 minutos. 
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- Recuperación de plásmidos: Se centrifugó a  5000rpm por 30 minutos a 
4°C y se removió el sobrenadante el cual contiene el DNA plasmídico. Se 
centrifugó nuevamente el sobrenadante a 5000rpm por 15 minutos a 4°C 
y se removió este inmediatamente. 
- Se equilibró la columna o QIAGEN tip 500 aplicando 10ml del búfer QBT  
- Se aplicó el sobrenadante a la QIAGEN tip y se permitió que este fluya 
por gravedad. 
- Lavado del DNA plasmídico: Este paso se realizó con el búfer QC dos 
veces con el fin de remover todos los contaminantes del DNA plasmídico. 
Para lavar la QIAGEN tip se virtió 30ml de búfer QC (30ml)  y se dejó que 
fluya completamente a través de la columna en los dos lavados.  
- Elución del DNA: Se recuperó el DNA eluído en un frasco de 50ml. Para 
este paso se adiciono 15 ml del búfer QF  
- Precipitación del DNA: Se adicionó 10.5ml de isopropanol a temperatura 
ambiente y se centrifugó a 4500rpm por 30 minutos a 4°C. 
Posteriormente, se decantó el sobrenadante cuidadosamente para no 
alterar el pellet, el cual contenía el DNA. 
- Se lavó el pellet de DNA con 5 ml de Etanol al 70% mantenido a  
temperatura ambiente y se centrifugó a 4500rpm por 10 minutos. 
- Se decantó el sobrenadante sin tocar el pellet. 
- Se secó el pellet por 5-10 minutos.  
- Se redisolvió el DNA en búfer TE a pH 8 (10mM Tris-Cl, 1mM EDTA). En 
este paso se lavó las paredes del tubo para lograr la recuperación de 
todo el DNA. 
 
El DNA plasmídico pAdvatorCMV5(Cuo)E2ΔIresGFP obtenido de la maxiprep 
presentó una concentración >1ug/ul. Este plásmido se almacenó a -20°C para 
posteriores ensayos. El plásmido de transferencia con el transgen E2 truncado 
(E2Δ) es empleado en la recombinación. 
 
 
16B3. RECOMBINACIÓN ENTRE EL PLÁSMIDO DE TRANSFERENCIA Y EL 
VECTOR ADENOVIRAL 
60B3.1 PLÁSMIDOS 
 
Se empleó como vector viral el plásmido adenoviral pAdeasy-1. Este vector 
contiene todo el genoma del adenovirus serotipo 5 con deleción de los genes 
E1 y E3. Adicionalmente, también posee un gen de resistencia para ampicilina 
(Figura 10). Este vector fue obtenido de MP (Biomedical Advator system -
Qbiogene®).  
 
El plásmido adenoviral fue recombinado con el plásmido de transferencia que 
contiene el transgen E2Δ previamente clonado. Esta recombinación se basa en 
el hecho de que los dos plásmidos comparten secuencias homologas. La 
región homologa del pAdeasy-1 se encuentra desde el nucleótido 3716 hasta 
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5721 y desde 32483 hasta 33471.  La región homologa  del plásmido de 
transferencia se encuentra desde 3251 hasta 5244 y desde 5517 hasta 6418. 
 
 
Figura 10. Mapa del pAdeasy-1 con sus sitios de restricción 
 
61B3.2. CÉLULAS BACTERIANAS 
 
Las células electrocompetentes E.coli BJ5183 fueron empleadas para llevar a 
cabo la recombinación homologa entre el vector de transferencia con el 
transgen y el vector adenoviral. Esta cepa presenta genotipo recBC sbcBC, el 
cual es esencial para la recombinación al reconocer y unir secuencias de DNA 
homologas (Takahashi N et al, 2003). Las células fueron obtenidas por MP 
(Biomedical Advator system -Qbiogene®).  
 
62B3.3. PRERECOMBINACIÓN  
 
Para recombinar el plásmido de transferencia pAdvatorCMV5(Cuo)EΔIresGFP 
con el pAdeasy-1 se linearizó y desfosforiló el plásmido de transferencia con el 
inserto para evitar que se vuelva a circularizar.  
 
127B3.3.1. Linearización del vector de transferencia recombinante  
 
Este procedimiento se realizó mediante el empleo de la enzima de restricción 
PmeI (New England-BioLabs®). Esta enzima hace un solo corte en el plásmido 
de transferencia en la posición 7548pb. Los protocolos de digestión de DNA 
con enzimas de restricción se siguieron de acuerdo a Kevin S, Current 
Protocols in Molecular Biology 1997. Tabla 16. 
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Tabla 16. Reactivos para linearizar el plásmido de transferencia recombinante 
(pAdvatorCuoE2Δ Ires GFP) 
 
  Reactivo Concentración 
 (g) 
Volumen final 
(l) 
DNA 
(pAdvatorCuoE2IresGFP) 
 17 
Buffer de restricción 4 10x 1x 2 
BSA 100x 0.1X 0.2 
H20 DEPC - 10 
PmeI 1 U/g 1 
TOTAL  30 
 
- Se incubó la reacción a 37°C durante una hora  
- Se inactivó la reacción a 65°C durante 20  minutos. 
 
128B3.3.2. Desfosforilación del vector de transferencia recombinante 
 
Este procedimiento se realizó mediante el empleo de la enzima fosfatasa 
alcalina de intestino de ternero (CIP) (NewEngland-BioLabs®). Los protocolos 
de desfosforilación de DNA se siguieron de acuerdo a Kevin S, Current 
Protocols in Molecular Biology 1997. (Tabla 17).  
 
Tabla 17.  Reactivos para desfosforilar el plásmido de transferencia 
recombinante (pAdvatorCuoE2Δ Ires GFP) 
 
  Reactivo Concentración 
 (g) 
Volumen final 
(l) 
DNA  30 
Buffer de restricción NE3 10x 1x 5 
Agua DEPC - 13 
CIP  1U/g 1 
TOTAL  50 
 
- Se incubó la reacción a 37°C durante hora y 30 minutos  
- Se inactivó la reacción por 65°C durante 20 minutos. 
- Se purificó el DNA plasmídico con el kit QIAquick PCR purification 
(QIAGEN®), para eliminar cualquier resto de enzima que pueda interferir 
con las etapas posteriores. 
 
63B .4. RECOMBINACIÓN 
 
La co-transformación se llevó a cabo mediante el protocolo de Electroporación. 
Este consiste en someter a las bacterias electrocompetentes BJ5183 (MP- 
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Biomedicals®) a un voltaje que aumente rápidamente y decline sobre el 
tiempo, método conocido como decaimiento exponencial. Ver tabla 18.  
 
Tabla 18. Condiciones de la electroporación  para la recombinación de 
plásmidos en células E. coli BJ5183 
 
Células Tipo de 
pulso 
Capacitancia 
µF 
Resistencia 
Ohm 
Voltaje Cubeta 
Cm 
Volumen  
células 
µl 
E.coli 
BJ5183 
Decaimiento 
exponencial 
25 150 2500 0.2 50 
 
 
Se siguió el protocolo de Biomedical Advator system -Qbiogene.  
 
- Se descongeló 50µl  del stock de  bacterias E.coli BJ5183  mantenidas a 
-70°C (previamente multiplicadas) en baño de hielo 
- Se descongeló en baño de hielo los plásmidos de transferencia 
recombinantes y el pAdeasy-1 
- Se mezclaron los plásmidos con las células. Las concentraciones de 
cada plásmido se encuentran en la tabla 19. 
- Se incubó la mezcla en baño de hielo por 5 minutos 
- Se introdujo la mezcla en cubetas de electroporación de 2mm Thermo®. 
frías 
- Se electroporó mediante el empleo del equipo Cellject Duo 
electroporator -Thermo®. Ver condiciones tabla 18. 
- Se virtió inmediatamente en medio de cultivo SOC sin antibiótico 500µl 
- Se incubó a 37°C con agitación (225/250 rpm) durante 1 hora 
 
Tabla 19. Concentración de los plásmidos empleados para la recombinación 
 
Reactivo Concentra
ción 
Vector Adenoviral 
pAdeasy-1 
100ng 
Vector transferencia 
pAdvatorCuoE2ΔIresGFP 
1µg 
 
64B3.5. POSRECOMBINACIÓN 
 
Las células bacterianas E.coli BJ5183 que permiten la recombinación de 
homólogos fueron seleccionadas mediante la siembra en medios selectivos con 
antibiótico. Una vez crecieron las colonias se purificaron a menor escala y se 
verificó que haya ocurrido la recombinación para realizar la amplificación de 
pAdeasy recombinante en células más estables como las E.coli DH5α.  
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129B3.5.1. Selección de co-transformantes  
 
El plásmido AdEasy-1 posee gen de resistencia a Ampicilina y se suplementa 
el medio con 50µg/ml. Sin embargo,  al ocurrir la recombinación de homólogos 
el gen de resistencia que permanece es la del vector de transferencia 
(pAdvator)  suplementándose el medio con Kanamicina 30µg/ml. 
 
- Se preparó el medio LB solido selectivo 
- Se virtió el medio en caja de petri y se esperó a que este se solidifique 
- Se extendió con un asa 500µl de los transformantes en la caja de petri 
- Se incubó a 37°C por 24 horas. 
 
Posterior a la incubación se espera el crecimiento de colonias recombinantes.  
 
130B .5.2. Purificación del plásmido recombinante pAdeasyCMV5CuoEΔGFP  
 
Para la producción del plásmido adenoviral recombinante se escogieron varias 
colonias que estaban solas o aisladas de otras para picarlas.  
 
- Se picaron entre 4-8 colonias de la caja de petri sembradas en medio 
selectivo 
- Se inoculó la colonia en medio líquido LB (3 ml) con kanamicina  
- Se incubó en  agitación (250rpm) a 37°C por 12 a 16 horas. 
 
La purificación de plásmido recombinante pAdeasyCMV5CuoEΔIresGFP a 
partir de las células E.coli BJ5183  se realizó mediante el empleo del kit 
QIAprep Miniprep (QIAGEN®), protocolo previamente descrito. 
 
65B3.6. EVALUACIÓN DE LA RECOMBINACIÓN 
 
Para garantizar la recombinación se evaluó mediante PCR amplificando la 
secuencia que codifica la gp E2, digestión con enzimas de restricción y por 
secuenciación 
 
131B .6.1. Amplificación de la E2 a partir del plásmido adenoviral 
recombinante 
 
Este procedimiento se realizó con el fin de determinar que el gen que codifica 
para esta proteína se encuentre en el plásmido recombinante pAdEasy 
CMV5(Cuo)E2ΔIresGFP. Para este paso se emplearon  los primers del gen 
que codifica la proteína E2 truncada (E2Δ) amplificando una banda de 1080 pb. 
 
La PCR se realizó en el termociclador BIORAD ®, DNA Engine. Los reactivos y 
condiciones de la PCR para amplificar la E2 se encuentran citados previamente 
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en la tabla 8 y 9. Se verificó en gel de agarosa al 0.75% a un voltaje constante 
de 80V durante una hora. El marcador de peso molecular usado fué DNA en 
escalera 100pb- Fermentas®. Visualización con EZ-vision ®.  
 
132B .6.2. Mapeo de restricción del plásmido adenoviral recombinante 
 
Este procedimiento se realizó mediante el empleo de la enzima PacI. Esta 
enzima de restricción tipo II reconoce una secuencia de 8 pb TTAATTAA en 3 
sitios del plásmido recombinante. Dos sitios de reconocimiento se encuentran 
en el plásmido de transferencia en las posiciones 8569pb y 11530pb. El tercer 
sitio de reconocimiento de la enzima se encuentra en la posición 0 del plásmido 
adenoviral, esta secuencia se pierde en la recombinación de secuencias 
homologas (Figura 11). De esta manera la digestión con la enzima evidencia 
dos fragmentos. Las condiciones de la digestión se citan en la tabla 20.  
 
Tabla 20.  Reactivos para el mapeo de restricción del plásmido adenoviral 
recombinante (Concentración y volumen) 
 
  Reactivo Concentración 
 (g) 
Volumen final 
(l) 
DNA 
(pAdvatorCuoE2IresGFP) 
0.1-4 17 
Buffer de restricción 1 10x 1x 2 
BSA 100x 0.1X 0.2 
H20 DEPC - 10 
PacI 1 U/g 1 
TOTAL  30 
 
 
De esta manera, si la recombinación se llevó a cabo, la enzima muestra dos 
fragmentos uno de 3kb y otro de aproximadamente 35kb. El fragmento de 3kb 
es la distancia entre los dos sitios presentes en el plásmido de transferencia. 
Ver figura 11.  
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Figura 11. Mapeo de restricción del plásmido adenoviral recombinante con PacI 
 
La digestión se verificó en gel de agarosa al 0.75% a un voltaje constante de 
60V durante dos horas. Marcador de peso molecular usado DNA en escalera 
1000 pb Hyperladder I Bioline®. Visualización con EZ-vision ®.  
 
133B .6.3. Secuenciación 
 
Para garantizar la recombinación exitosa se realizó secuenciación de la E2 
dentro del recombinante. Los dos plásmidos adenovirales recombinantes con la 
secuencia E2 truncada se enviaron a secuenciar a Macrogen® (Corea) a través 
de la compañía Corpogen®-Colombia. Las muestras fueron ensambladas y 
editadas usando el programa Bioedit 7. La secuencia de cada uno de los 
plásmidos se comparó con la secuencia del gen que codifica para la gpE2 de la 
cepa NADL de BVDV 1 obtenida del GenBank (números de acceso M31182.1). 
La secuenciación de los dos plásmidos adenovirales recombinantes 
evidenciaron homología del 95% con la secuencia que codifica para la gpE2 de 
BVDV cepa NADL.  
 
66B3.7. AMPLIFICACIÓN DEL PLASMIDO ADENOVIRAL RECOMBINANTE 
 
Una vez verificado que haya ocurrido la recombinación este nuevo plásmido 
obtenido se empleó para la transformación de células más estables como las 
células bacterianas electrocompetentes E.coli DH5α, MP (Biomedicals®). 
Estas células permitieron la amplificación del recombinante a mini y maxi 
escala. La transformación de las células bacterianas se llevó a cabo mediante 
electroporación (protocolo previamente descrito). Ver condiciones 
electroporación Tabla 13.  
 
1        2          3     4     5       6   
5
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Las células DH5α transformadas con pAdeasyCMVE2ΔIresGFP fueron 
seleccionadas mediante la siembra en medios selectivos con antibiótico 
Kanamicina. Una vez ocurrida la incubación de 16 horas se picaron 5 colonias, 
de cada transformación para su posterior purificación mediante el empleo del 
kit QIAprep Miniprep (QIAGEN®) (Protocolo previamente descrito). 
 
Una vez obtenidas las colonias purificadas DH5α con el plásmido adenoviral 
recombinante se evaluó nuevamente la presencia de la E2Δ dentro del 
plásmido mediante amplificación por PCR de la gp E2. Las condiciones de la 
PCR se encuentran citadas previamente en las tablas 8 y 9. Se empleó la 
pareja de primers que codifican la E2 truncada de 1080pb (Tabla 7).  
 
Una vez verificado que el plásmido adenoviral contenía la secuencia que 
codifica el gen de la gpE2, este se produjo a maxi escala. Mediante el protocolo 
del kit QIAGEN® Plasmid purification previamente descrito. De esta manera se 
obtuvó una concentración de pAdeasy CMV5CuoE2ΔIRES GFP de 1ug/ul. Este 
es almacenado a -20°C para la posterior transfección en células 
complementarias. 
 
 
17B4. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS COMPLEMENTARIAS 
 
67B4.1. CÉLULAS 
 
Para este procedimiento se empleó la línea celular 293A. Esta línea es un 
subclon de la línea celular 293, la cual se deriva de riñón de embrión humano y 
es transformada con el DNA del adenovirus humano tipo 5. Los genes que 
codifican la región E1 (E1a y E1b) del adenovirus son expresados en estas 
células  y participan en la transactivación de algunos promotores virales 
permitiendo la producción de altos niveles de proteína. Así mismo, estas 
células proveen la región E1 en vectores adenovirales, permitiendo la 
replicación viral de estos (Advator system –Qbiogene, Manual).De esta 
manera, esta línea celular es conocida como complementaria. Estas células 
son de morfología fribroblastoide (Figura 12). 
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Figura 12. Cultivo en monocapa de la línea celular complementaria 293A 
 
La línea celular 293A fue adquirida en dos oportunidades. Inicialmente por MP 
Biomedicals pero al recibirlas en el laboratorio presentaron viabilidad celular de 
20%. Por tal motivo, se trabajó con la línea 293A- Invitrogen® en pase 2 
donada por Dr. Mike Mourtaugh de la Universidad de Minnesota.  
 
68B4.2. PLÁSMIDO 
 
Se empleó el plásmido adenoviral recombinante pAdeasy CMV5CuoE2ΔIRES 
GFP. Este plásmido se linearizó para su introducción dentro de las células. La 
enzima empleada para la linearización fue PacI  (New England-BioLabs®). Los 
protocolos de digestión de DNA con enzimas de restricción se siguieron de 
acuerdo a Kevin S, Current Protocols in Molecular Biology 1997. Tabla 20. 
 
Posteriormente, el plásmido empleado para la transfección se purificó mediante 
el kit QIAquick PCR purification-QIAGEN® (protocolo previamente descrito). En 
vez de eluir el plásmido en búfer EB, este se eluyó en 50ul de búfer TE estéril. 
 
La concentración del plásmido CMV5CuoE2ΔIRES GFP linearizado para la 
transfección fue de 4 a 20ug dependiendo del método empleado.  
 
69B4.3. AMPLIFICACIÓN DE LAS CÉLULAS 293A 
 
Para la amplificación de las células se empleó el medio de cultivo D-MEM 
(Dulbecco´s Modified Eagle Medium -Gibco®). Este medio contiene glucosa 
4.5g/L y Napiruvato110mg/L. El D-MEM fue suplementado inicialmente con 
10% de suero fetal bovino gama irradiado (GIBCO®) (certificado libre de 
antígenos y anticuerpos contra VDVB), 1.5% de penicilina estreptomicina y 
anfotericina (GIBCO®), 2% de glutamina (SIGMA®). Una vez adaptadas las 
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células al laboratorio se suplementaron con SFB al 5%. Los medios y reactivos 
empleados en los cultivos celulares figuran en el Anexo A. 
 
Se siguió el respectivo pasaje de esta línea según Invitrogen® 
- Se descartó el medio de cultivo y se lavó la monocapa con PBS  
- Se adicionó tripsina 0.25% y se dejó actuar a 37°C por 1 minuto 
- Se dispersaron las células mediante pipeteó hasta obtener una 
suspensión celular 
- Se realizó conteo celular y se diluyeron a  concentración apropiada en D-
MEM fresco para la siembra 
- Se incubaron las células a 37°C 
- Se diluyó la suspensión celular con medio D-MEM fresco. 
 
70B4.4. TRANSFECCIÓN TRANSITORIA DE LAS CÉLULAS 
 
La introducción de material genético a células eucariotas o también llamado 
transfección se realizó en dos pasos. La primera fue una transfección 
transitoria para evaluar la expresión y producción del transgen y la segunda 
transfección se realizó para la amplificación del adenovirus recombinante.  
 
Los métodos de transfección celular permiten la formación de complejos por vía 
endocitica o por medio de liposomas los cuales favorecen el ingreso del DNA 
extraño al interior de la célula. Existen varios métodos químicos y físicos de 
transfección que incluyen el empleo de fosfato de calcio, DEAE, liposomas 
(lipofect-QIAGEN®) y la electroporación. Para nuestro caso se emplearon 3 
métodos diferentes de transfección evaluando cual funcionaba mejor. Se 
trabajó la transfección por liposomas mediante el empleo de Polyfect® 
transfection Reagente-QIAGEN, la transfección mediante fosfato de calcio y la 
electroporación. 
 
134B .4.1. Transfección con liposomas  
 
Se siguió el protocolo de Polyfect® transfection Reagente-QIAGEN. 
 
- Se sembraron las células 293A en cajas de cultivo de 6 pozos (6x105 
células/pozo).  
- Se incubaron las células a 37°C y 5% de CO2 por 24 horas, para 
obtener una confluencia entre 70-80%.  
- Se empleó 5ug de DNA 
- Se diluyó el DNA en medio de cultivo D-MEM sin suplementar. 
- Se mezcló la solución suavemente 
- Se adicionó 20ul de Reagente Polyfect transfection a la solución del 
DNA. 
- Se mezcló por vortex durante 10 segundos. 
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- Se incubó la mezcla a temperatura ambiente para permitir la formación 
de los complejos 
- Se descartó el medio que poseen las células y se reemplazó por medio 
fresco suplementado. Se adicionó 1.5ml de D-MEM por pozo 
- Se adicionó 0.5ml de medio D-MEM suplementado a la mezcla de la 
transfección 
- Se virtió la mezcla de transfección en los pozos de cultivo 
- Se incubó las células y el complejo de transfección a 37°C para permitir 
la expresión del gen. 
 
135B4.4.2. Transfección con fosfato de calcio 
 
Se siguió el protocolo de Advator system–Qbiogene, Manual. Los reactivos 
empleados en la transfección se encuentran en anexo C.  
 
- Se sembraron las células 293A en cajas de cultivo de 6 pozos (6x105 
células/pozo).  
- Se incubaron las células a 37°C y 5% de CO2 por 24 horas, para 
obtener una confluencia entre 70-80%.  
- Se empleó 7.5 a 20ug de DNA 
- En un tubo de microcentrífuga  se adicionaron 169ul de agua estéril y 5ul 
de cloruro de calcio (CaCl2)  2M. Se mezcló esta solución suavemente. 
- En la solución anterior se adicionó gota a gota el DNA y 26ul de 2M 
CaCl2. Esto se mezcló dos veces suavemente con micro pipeta.  
- En un segundo tubo se adicionó 250ul de búfer 2xHBS  
- Se pipeteó en el segundo tubo aire para promover la formación de 
burbujas 
- Se adicionó gota a gota la mezcla del tubo donde se encontraba el DNA 
- Se descartó el medio que poseen las células y se reemplazó por medio 
fresco suplementado. Se adicionó 1.5ml de medio fresco por pozo 
- Se adicionó la solución de transfección a los pozos de cultivo 
- Se incubó las células y el complejo de transfección a 37°C para permitir 
la expresión del gen. 
-  Al siguiente día pos transfección se retiró el medio con el co-precipitado 
DNA y fosfato de calcio. Posteriormente, se lavó la monocapa celular 
con PBS. 
 
136B4.4.3. Electroporación 
 
Se siguió el protocolo descrito por Hanze J et al, 1999. En este procedimiento 
se emplearon 2x106 células por transfección. Este procedimiento se llevo a 
cabo mediante el empleo del Cell ject Duo electroporador Thermo®. Las 
condiciones ideales para estas células son de pulso de larga duración a bajo 
voltaje (Tabla 21). 
  
 
 
 
 
78
Tabla 21. Condiciones de la electroporación de células 293A 
 
Células Tipo de 
pulso 
Capacitancia 
µF 
Resistencia 
Ohm 
Voltaje Cubeta 
Cm 
Volumen  
células 
µl 
293A  15 150 330 0.2 200 
 
- Se cosecharon las células 293A en confluencia de 80% a una 
concentración de 2x106 células 
- Se lavó el pellet de células con PBS dos veces sucesivas 
- Se resuspedió el pellet celular en medio D-MEM sin suplementar 200ul 
- Se adicionó 10ug de DNA a las células 
- Se mezclaron las células con el plásmido suavemente 
- Se introdujó la mezcla en cubetas de Electroporación -Thermo® de 2mm 
frías 
- Se electroporó mediante el empleo del equipo Cell ject Duo 
electroporator -Thermo®. Ver condiciones tabla 21. La electroporación 
se realizó mediante dos pulsos cada uno a 330V 
- Se lavaron inmediatamente las células dos veces sucesivas con PBS 
- Se sembraron en caja de petri  
- Se incubaron las células transfectadas a 37°C y 5% de CO2  
 
 
71B4.5. EVALUACIÓN DEL RECOMBINANTE 
 
Al momento de formar la monocapa, algunos pozos transfectados se dividieron 
para iniciar con la amplificación del adenovirus recombinante. En los pozos que 
no se dividieron (transfección transitoria) se cosecharon las células entre 30 a 
72 horas para evaluar la expresión del recombinante.  
 
En la transfección transitoria se evaluó la expresión del gen reportero mediante 
fluorescencia, así como también para evaluar la expresión de la proteína 
mediante inmunoblotting.  
 
137B4.5.1. Expresión del gen reportero 
 
Se evaluó le expresión del gen reportero GFP presente en el plásmido 
recombinante. Esta proteína contiene un fluorocromo con picos de excitación 
395 a 510nm. Para esto se empleó un microscopio de fluorescencia Nikon® 
Epi-fl microscope (laboratorio de equipos comunes de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Nacional). Se empleó un filtro de 450 a 490 nm para la 
excitación. Se realizó evaluación de la transfección mediante la presencia de 
fluorescencia cada 7 días para determinar que colonias expresan el 
recombinante y si aumenta el número de colonias expresando la fluorescencia.  
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138B4.5.2. Expresión de la proteína E2 
 
Posterior a la transfección se evaluó la expresión de la proteína E2 por parte 
del adenovector mediante la cosecha de las células 48-72 horas post 
transfección. Las proteínas obtenidas se separaron en geles de poliacrilamida-
SDS empleando el método discontinuo descrito por Laemmli V (1970). 
 
4.5.2.1. Recuperación de la proteína:  
 
En la recuperación de la proteína E2 se seleccionaron cosechas de los 3 
métodos de transfección. Así mismo como control negativo se empleó una 
cosecha de células 293A sin transfectar y como control positivo se empleo una 
cosecha de virus NADL, una cosecha de células MDBK contaminadas con 
BVDV adventicio y una vacuna inactivada polivalente comercial.  
 
- Se cosecharon las células 293A transfectadas con el medio  
- Liberación de proteínas: Las células y el sobrenadante de las células 
transfectadas se colectaron y sonicaron a 30kHz durante 30 segundos  
- Se recuperó el sobrenadante por centrifugación 10000rpm/min por 10 
minutos. 
 
4.5.2.2. Cuantificación de la concentración de la proteína  
 
La cuantificación de la proteína se realizó mediante el empleo Quant it Protein 
assay Kit® Invitrogen Se siguió el protocolo de Qbit Fluorometer-Invitrogen®. 
Antes de cuantificar la proteína se calibró el equipo con Quant it Protein 
Standard 1, 2 y 3.  
- Se preparó la solución working Quant-it, diluyendo el Quant-iT Protein 
reagent  en el buffer Protein Quant-iT en una relación 1:200 
- Se empleó  198 l de la solución preparada en el paso anterior y se 
adicionó 2l de la muestra. 
- Se agitó la mezcla mediante vortex por 3 segundos e incubó por 2 
minutos a temperatura ambiente. La concentración es dada en ug/ml. 
 
 
Para determinar en qué tiempo se expresa mejor el recombinante, la proteína 
se recuperó a diferentes tiempos entre 24 a 72 horas pos transfección. Tabla 
22. 
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Tabla 22.  Tiempos de cosecha de las diferentes transfecciones 
 
Células Tiempo de 
cosecha 
Transfección 1 24 horas 
Transfección 2 30 horas 
Transfección 3 40 horas 
Transfección 4 72 horas 
Transfección 5 72 horas 
Transfección 6 72 horas 
 
4.5.2.3. Separación de las proteínas de la muestra: Electroforesis SDS-
PAGE 
 
En este método se emplea un gel de corrido o separador y un gel de stacking o 
concentrador. Las moléculas fueron denaturadas por calor (94°C) con 
mercaptoetanol y dodecil sulfato de sodio (SDS), estos componentes están 
presentes en el búfer de carga. De esta manera, las proteínas separadas 
migran por el tamaño y no por la carga. Los pesos de las proteínas se 
estimaron por migración relativa comparada con marcadores proteicos. Se 
emplearon dos marcadores All Blue Precision Plus Protein Standards –
BIORAD® en escalera desde 10 a 250kDa y el marcador Prestained SDS-
PAGE- BIORAD® el cual muestra tamaños de proteínas desde 19.858 a 
104,443kDa. 
 
Se preparó el gel separador al 10% de acrilamida y el gel concentrador al 4%. 
 
Para visualizar las proteínas de la separación se trabajó la técnica de 
coloración azul de Coomasie (Laemmli V, 1970) 
 
Los reactivos empleados se encuentran en el anexo E. 
 
La concentración de proteína empleada por pozo fue de 50ug total. Esta 
concentración fue igual en todos los pozos. 
 
- Se armó el sándwich de placas de vidrio, dentro del cual se virtió la 
solución a polimerizar 
- Se sellaron las laminas en el borde inferior con agar al 10% 
- Se virtió el gel de corrido  
- Se dejó polimerizar por 10 a 15 minutos 
- Se virtió el gel concentrador, se coloco el peine para 10 muestras y se 
dejo polimerizar por 10 minutos 
- Se retiró el peine  
- Se colocó el gel en la cubeta electroforética y se llenaron los 
compartimientos anódicos y cationico con búfer de corrido. 
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- Se prepararon las muestras mezclando en proporción 1: 2 con buffer de 
carga y se colocaron en baño maría (94°C) por 5 minutos. 
- Se sembraron entre 10-20 ul/pozo de las muestras y 10ul /pozo de los 
patrones de pesos moleculares. 
- Se corrió en el equipo de electroforesis Miniprotean Tetra Cell – 
BIORAD® a corriente constante de 40mA/gel y voltaje alterno durante 1 
hora y 30 minutos.  
- Se desmonto el gel y se procedió a su tinción o a la transferencia por 
Western blot. 
 
Tinción de gel: 
Se empleo Azul brillante de coomasie siguiendo la metodología descrita por 
Laemmli V, 1970. Los reactivos empleados se encuentran en el anexo E. 
 
- Se dejó el gel una hora en colorante Azul Brillante de Commasie 
- Se paso a solución de colorante I por una hora 
- Se cambió a solución decolorante II por tiempo indefinido 
- Se visualizaron los patrones electroforéticos en un transiluminador de luz 
blanca. 
 
72B4.6. TRANSFERENCIA 
 
Posterior a la separación de las proteínas mediante electroforesis, estas se 
transfieren a membranas de nitrocelulosa para ser incubadas con anticuerpos 
para determinar un antígeno particular. En la transferencia las proteínas se 
inmovilizaron en una membrana de nitrocelulosa mediante transferencia 
electroforética.  
 
Después de separar las proteínas por electroforesis SDS-PAGE, se desmontó 
el gel y se lavó en búfer de transferencia.  
 
- Se armaron los sándwich en el porta muestras de esta manera: Anión, 
esponja, papel filtro, gel a transferir, membrana de nitrocelulosa, papel 
filtro, esponja y catión.  
- Se transfirió a 80V por 1 hora y 30 minutos en el equipo de transferencia 
Mini protean II Cell - BIORAD®. 
 
La eficiencia de la transferencia se verificó por la marcación de los patrones 
de peso molecular pre teñidos en la superficie de la membrana. 
 
73B4.7. INMUNOBLOT 
 
Los reactivos empleados se encuentran en el anexo F. 
 
- Se retiró la membrana de la cámara de transferencia y se bloquearon los 
sitios de unión inespecíficos con buffer de bloqueo (leche en polvo 
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descremada 5% + tween 20 al 0.1% en PBS) por 30 minutos a 
temperatura ambiente en agitación. 
- Se selló la membrana en bolsa plástica y se incubó con el anticuerpo 
primario Bovine Viral Diarrhea Virus Type 1 Mab E2 (gp53)-VMRD, 
Inc®. Este anticuerpo monoclonal se diluyó en 5ml de buffer de 
bloqueo. Se trabajaron 3 diluciones: 1/500, 1/1000 y 1/5000. El 
anticuerpo se incubó en agitación toda la noche a 4°C. 
- Se sacó la membrana de la bolsa y se realizaron 5 lavados con buffer de 
lavado (Tween 20 1% en PBS) cada uno de 10 minutos. Este paso se 
realizó para remover el exceso de anticuerpo primario  
- Se incubó con el anticuerpo secundario Inmuno Pure HRP Conjugated 
Goat Anti Mouse IgG-Thermo®. Este anticuerpo está marcado con la 
enzima peroxidasa de rábano (HRP). La incubación se realizó en 
agitación 1 hora a temperatura ambiente en una dilución 1/10000 en 
buffer de bloqueo. 
- Se lavó la membrana para remover el exceso de anticuerpo secundario 
con buffer de lavado 15 minutos 5 veces sucesivas  
- Se adicionó la solución reveladora West pico luminol/Enhancer solution 
+West pico stable Peroxide buffer-Thermo®, por 5-10 minutos En este 
revelado la energía de una reacción química se emite en forma de luz. 
La HRP cataliza la oxidación del luminol en presencia de peróxido de 
hidrogeno. Posterior a la oxidación el luminol emite una señal de luz 
- Se introdujó la membrana en una bolsa plástica bien sellada y se fijó 
dentro del chasis para detectar las proteínas por quimioluminiscencia.  
- Exposición a la película fotográfica. La exposición se realizó entre 20 
segundos a 3 minutos en película Kodak®. 
- La película fue revelada en el equipo Revelador automático SRX 101A 
Konica-Minolta®. 
 
El western blot se efectuó evaluando 3 variables: dilución de anticuerpo 
primario, tiempo de revelado y volumen de muestra en cada pozo. Esto para 
determinar que variables funcionan mejor y estandarizar la técnica. 
 
74B .8. TRANSFECCIÓN CONTINÚA 
 
Una vez determinado que el adenovirus expresa el transgen la glicoproteína 
E2, se procede con la transfección continua. Esta transfección se realizó para 
la producción del adenovirus recombinante. Para este procedimiento las células 
son divididas entre 24 y 48 horas posteriores a su transfección. Estas células 
se ponen a crecer en medio sólido (Sea plaque ®) para limitar su crecimiento y 
poder producir placas virales.  Este medio es D-MEM mas agarosa al 1%. La 
preparación de agarosa y la difusión de medio solido sobre las células se siguió 
por el protocolo de  Advator system –Qbiogene, Manual. Los reactivos 
empleados se encuentran en anexo D. 
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139B4.8.1. Formación de placas virales 
 
Este proceso comienza con la infección de una célula por un virus seguido por 
múltiples ciclos de infección y la posterior liberación del virus infectando las 
células vecinas. Los medios y reactivos empleados en los cultivos celulares con 
medio solido figuran en el Anexo D. 
 
- Se adicionó a la agarosa-low melting- Biorad® 40ml de DMEM 
suplementado 5% SFB, 2% Glutamina y 1% de antibiótico, equilibrado a 
37°C. De esta manera la agarosa queda a una concentración de 1% 
- Se removió completamente el medio de cultivo de las células 
- Se virtió la agarosa/D-MEM  a 45°C sobre las células  
- Se incubaron las células con el medio solido a 37°C y 5% de CO2  
- Se evaluaron las células hasta la formación de placas virales 
 
Para mantener la viabilidad celular  se adicionó agarosa/DMEM 1ml en el plato 
cada 4-5 días o cuando el medio adquiera un color amarillo. 
 
140B .8.2. Amplificación del adenovirus recombinante 
 
- Se seleccionaron placas virales en el plato de cultivo (previamente 
transfectados aproximadamente 20 días) 
- Se picaron las colonias seleccionadas con una pipeta de 200ul 
- Se transfirieron las colonias picadas inmediatamente  a una placa de 24 
con 150.000 células/pozo  
- Se incubaron las colonias picadas a 37°C y 5% CO2.  
 
Este paso constituye la primera ronda de amplificación viral. 
 
Por la ausencia de efecto citopático entre los 5 a 10 días pos inoculación con el 
adenovirus recombinante se decidió realizar entre dos a cuatro rondas de 
amplificación. Durante estas rondas se evaluó la fluorescencia de cada 
cosecha y se realizó westernblott para determinar la pureza de ese clon a 
amplificar. 
 
Rondas de amplificación: 
 
- Se sembraron las células 293A en pase 7 en cajas de 24 pozos (150.000 
células/pozo).  
- Se descartó el medio de cultivo  
- Adsorción viral: Se expusó la monocapa celular a un volumen de 100μl 
de virus durante una hora obtenido de la primera ronda de amplificación 
- Se adicionó el medio de cultivo (500ul) 3 a 4 horas pos inoculación 
- Se incubaron las células a 37° C 
- Se evaluaron las cosechas virales cada 24 horas para determinar el 
efecto citopático y la presencia de fluorescencia 
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- Liberación viral: Las células y el sobrenadante se colectaron y 
sometieron a tres ciclos de congelación-descongelación 
- Se realizó clarificación viral por centrifugación (8000rpm/min) por 10 
minutos 
- Se congeló el virus a -70° C para usos posteriores.  
 
Amplificación a mayor escala: 
 
Esta amplificación consiste en escalamiento progresivo de la replicación viral 
en el cultivo celular.  
 
- Se sembraron las células 293A pasaje 9 en cajas de 6 pozos (600.000 
células /pozo) y se inocularon con 500ul de las cosechas virales que 
presentaron el clon positivo a fluorescencia y a western blot. 
- Se evaluaron las cosechas virales cada 24 horas para determinar el 
efecto citopático y la presencia de fluorescencia. 
- Una vez formado el efecto citopático, se realizo liberación viral (protocolo 
previamente descrito) y se colectaron las cosechas virales las cuales se  
fueron sembrando en cajas de cultivo escalando el volumen 
progresivamente (T25, T75).  
 
4.9. TITULACIÓN DEL ADENOVIRUS RECOMBINANTE 
 
Existen varios métodos para determinar el título viral de una suspensión. Entre 
los más usados se encuentran la dosis infectiva de cultivo celular 50 (TICD50) y 
las unidades formadoras de placa (PFU). Entre los métodos menos comunes 
se encuentran la cuantificación de las unidades del gen reportero GFP, así 
como también la cuantificación de la concentración de DNA en una solución 
mediante densidad óptica a una absorbancia de 260nm.  
 
El método empleado en la investigación fue la TCID50, el cual se basa en la 
formación de efecto citopático empleando las células complementarias 293A 
realizando diluciones a punto final para estimar el titulo viral. 
 
1. Se sembraron 10.000 cel/pozo en caja de 96 pozos 
2. Se esperó a que estas se adhirieran a la superficie de la caja  
aproximadamente 12 horas  
3. Preparación la dilución viral: Se adicionó 900ul de medio DMEM al 2% 
de  SFB en tubos de microcentrífuga (12 tubos), posteriormente se 
adicionó en el primer tubo 100ul del stock viral. Desde el primer tubo se 
realizan diluciones sucesivas tomado 100ul de cada tubo. Se realizaron 
diluciones hasta la más alta dilución deseada en 1012. 
4. Se mezcló el medio de cultivo con virus mediante vortex 
5. Infección viral: En cada columna de la caja de 96 pozos de 1 a la 11 se 
adicionó cada una de las diluciones preparadas. Posteriormente, se 
adicionaron 100ul de cada dilución por pozo. La columna 12 fue 
empleada para el control negativo, las células 293A sin infectar. 
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6. La placa se incubó a 37°C en CO2 al 5% durante 8 a 10 días. 
7. Después de 10 días se leyeron las placas evaluando el efecto citopático 
en cada dilución mediante el empleo de un microscopio invertido 
 
 
A los 10 días pos infección también se evaluó la fluorescencia emitida por la 
expresión del gen reportero GFP presente en el adenovirus recombinante, 
en cada una de las diluciones virales. 
 
4.10 PURIFICACIÓN DEL ADENOVIRUS RECOMBINANTE 
 
El adenovirus recombinante obtenido se purificó mediante un gradiente 
doble de cloruro de cesio CsCl. Esta purificación se realizó en 3 pasos. 
 
1. Gradiente discontinuo de CsCl para remover los contaminantes celulares 
y las partículas virales defectivas 
2. Gradiente continuo de CsCl el cual separa completamente las partículas 
virales infecciosas de las partículas virales defectivas 
3. Remoción de CsCl por diálisis para desalar. 
 
Para este procedimiento de purificación y concentración del adenovirus 
recombinante se debe emplear una ultracentrífuga. 
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CAPITULO IV 
 
18BRESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
75B .1. CÉLULAS 
 
Se empleó la línea celular MDBK y el cultivo primario de cornea bovina. Los 
cultivos primarios son muy sensibles al BVDV y se obtienen buenos títulos 
virales entre 105-107. Sin embargo, el trabajo con los cultivos primarios es más 
laborioso y dispendioso. Esto se relaciona primero, por la difícil consecución de 
órganos en la planta de sacrificio para generar este tipo de cultivos; segundo, la 
alta contaminación de los mismos con BVDV adventicio y tercero por su corto 
tiempo de supervivencia. Durante el tiempo que se trabajaron los cultivos 
primarios en el laboratorio, se evidenció contaminación con virus adventicio de 
BVDV y a pesar que uno de los cultivos de cornea bovina no mostró dicha 
contaminación, la tasa replicativa de las células en este pase ya era limitada. 
Otro inconveniente fue la visualización de estas células en el microscopio del 
laboratorio donde se evidenció poca refringencia durante su ciclo de vida 
especialmente en pase 4 en adelante (Figura 15).  
 
Los cultivos celulares empleados en la investigación fueron almacenados en el 
laboratorio de Virología de FMVZ en nitrógeno líquido. Estos se descongelaron 
para la infección viral con BVDV. Posteriormente, se sometieron a la prueba de 
RT-PCR para diagnóstico de contaminación con virus adventicio de Diarrea 
Viral Bovina (BVDV). Se encontró que 4 de 5 cultivos (80%) fueron positivos al 
BVDV por RT-PCR (Tabla 23).  
 
Tabla 23. Evaluación de la presencia de BVDV en cultivos celulares (líneas 
celulares y cultivo primario) 
 
Células Pase Procedencia RT- 
PCR 
Presencia 
BVDV 
MDBK 170 Universidad de 
Wisconsin 
+ Si 
MDBK 118 Laboratorio de 
Virología, Universidad 
Nacional 
+ Si 
Cornea 
Bovina 
4 Planta de sacrificio 
Universidad Nacional 
+ Si 
Cornea 
Bovina 
5 Planta de sacrificio, 
San Martín 
+ Si 
Cornea 
Bovina 
6 Planta de sacrificio  
de Ubate 
- Libre 
 
Únicamente los cultivos que resulten negativos a RT-PCR se consideran libres 
del virus adventicio. Sin embargo, la alta tasa de contaminación observada por 
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PCR en los cultivos empleados impidió su empleo en las etapas posteriores del 
experimento (figura 13). El único cultivo que se encontró libre fue un cultivo de 
cornea en pase 6;  sin embargo, este evidenció contaminación con 
mycoplasma (datos no mostrados) por lo que fue necesario su eliminación.  
 
 
 
Figura 13. Amplificación de la región conservada 5´ UTR del BVDV en los 
cultivos celulares. 1: Patrón peso molecular 100 pb; 2: Células de cornea p4, 3: 
Células de cornea p5, 4: Células de cornea p6, 5: Células MDBK p118, 6: 
Células MDBK p192, 7; Control negativo: H2O; 8: Control + Cepa NADL BVDV 
 
 
La proporción de cultivos positivos al virus del 80% fue similar al reportado por 
Mendigaña C et al, 1996 y Ramírez G, et al 1993 quienes reportaron entre el 88 
al 92% respectivamente de los cultivos contaminados con el virus de BVDV. 
Esto confirma la alta contaminación de las líneas celulares con virus adventicio 
o la alta prevalencia de BVDV en nuestro medio.  
 
76B5.2. INFECCIÓN VIRAL 
 
La infección viral se realizó previamente sin determinar la presencia de virus 
BVDV adventicio, una vez obtenido los resultados de PCR este paso se abolió. 
Sin embargo, consideramos importante mostrar estos resultados. 
 
Una vez infectadas las células con las cepas virales de dos virus citopáticos: 
NADL e ICA  se evaluó la producción de las cosechas virales mediante el 
efecto citopático a diferentes tiempos: 24, 48, 72  horas, esto con el fin de 
determinar a qué tiempo pos-infección se obtienen las cosechas virales más 
productivas.  
 
En los 2 tipos de cultivos celulares empleados, a partir de las 24 horas pos 
infección empleando la cepa de referencia NADL BVDV tipo 1 se evidenció 
efecto citopático característico (vacuolas intracitoplasmaticas) y a las 48 horas 
1 2 3 4 5 6 7 8
280pb 
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se presentó redondeamiento y desprendimiento celular. Ver figura 14 y 15. 
Estos resultados corresponden al empleo de una cepa de referencia la cual 
viene en un titulo viral alto (entre 105- 107). Por lo anterior, se escogió como 
tiempo ideal para la cosecha viral entre 24 a 48 horas pos infección. 
Adicionalmente, se debe tener en cuenta que a las 72 horas las cosechas 
virales no superan títulos de 1x10 2,5 DITC50/ml. Esto fue reportado por 
Mendigaña C, 1996. 
 
 
 
Figura 14.  Cultivo de línea celular MDBK infectado con virus BVDV cp 
NADL  48 horas pos infección 
 
 
 
Figura 15. Cultivo primario de cornea bovina infectado con BVDV cp 
NADL. a. 24 horas post infección, b. 48 horas post infección . 
 
La infección de  las células con la cepa ICA BVDV no evidenció efecto 
citopático en ningún tiempo. Luego de 10 pasajes ciegos no se encontró este. 
 
La ausencia o disminución de la infectividad, se ha asociado por la replicación 
de partículas interferentes defectivas (ID) las cuales se originan por la 
presencia del virus adventicio de BVDV e impide la replicación de otros virus 
(Sugiyama M, 1984). Sin embargó, la interferencia es un fenómeno que no 
ocurre en todas las cepas virales, debe existir algún grado de homología 
a. b. 
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(Sugiyama M, 1984). La ausencia de efecto citopático por parte de la cepa ICA, 
aparte de ser un indicativo de la presencia de partículas virales interferentes 
también puede asociarse al mal almacenamiento de la cepa durante su 
permanencia en laboratorio.   
 
La presencia de virus adventicio de BVDV en los cultivos celulares (MDBK y 
cornea bovina) no permitió la cosecha ni titulación viral de la cepa NADL.  Esto 
como se mencionó anteriormente se debe a que la infección de los cultivos 
celulares con BVDV interfiere con la infección. Así mismo, la infección de BVDV 
con dos cepas diferentes dentro de una misma célula puede llevar a  
recombinación y generar una nueva cepa (Hamers C et al, 2001). Por lo 
anterior, en los procedimientos de clonación para BVDV se debe trabajar con 
reactivos libres del BVDV, para evitar la posibilidad de clonación de cepas 
generadas en el laboratorio.  
 
Debido a la imposibilidad de obtener un cultivo celular libre de BVDV, para la 
amplificación de la secuencia E2 se empleó la cosecha viral NADL de la ATCC 
importada sin paso previo en cultivos celulares. 
 
77B5.3. AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN CONSERVADA DEL BVDV 
 
Una vez extraído el RNA viral este se fraccionó en pequeñas alícuotas de 5 ul y 
se almacenó a -70°C. Esto con el fin de evitar la degradación del RNA viral al 
descongelar la misma alícuota repetidas veces.  
El RNA se cuantifico para determinar la concentración a emplear en la PCR. La 
cuantificación evidenció menor concentración o menor recuperación en las 
muestras de suero comparado con los sobrenadantes, por lo cual fue necesario 
aumentar el volumen de estas muestras al momento del montaje de la PCR. 
Ver tabla 24.  
 
Tabla 24. Concentración RNA viral posterior a la extracción ug/ml 
 
DNA Concentración 
µg/ml 
Sobrenadante virus BVDV cepa NADL 10 
Sobrenadante virus BVDV cepa ICA 10.6 
Vacuna atenuada de BVDV  3.46 
Cultivos celulares 7.11 
Sueros bovinos 2-7 
 
 
Para realizar las amplificaciones se tomó el sobrenadante de las células 
infectadas con BVDV e ICA y se hizo disrupción celular mediante congelación-
descongelación para generar la liberación de las partículas virales. Para el 
diagnóstico de animales positivos a BVDV se emplearon los sueros, ya que a 
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partir de esta muestra se ha reportado la detección del genoma (Vilcek S, et al 
1994). 
 
Para determinar la presencia del virus, se emplearon primers para amplificar el 
fragmento conservado 5´UTR de BVDV de 280pb. Vilcek S et al 1994, empleó 
estos primers en la PCR para fines diagnósticos. La especificidad y sensibilidad 
de la prueba depende de la región a amplificar. En esta investigación se realizó 
amplificación de la región conservada 5´UTR de BVDV la cual reporta alta 
especificidad y sensibilidad.  
 
Las dos cepas virales NADL e ICA evidenciaron amplificación de esta región 
(Figura 16). La amplificación de la cepa NADL se realizó una vez ingreso al 
laboratorio sin propagación en cultivos celulares para evitar contaminación 
cruzada. A diferencia de la amplificación de la cepa ICA que se realizó a partir 
de sobrenadante de células que estaban contaminadas con virus adventicio de 
BVDV esta amplificación puede ser de las células infectadas y no de la cepa 
ICA. Igualmente, se podría plantear que la cepa ICA pudo perder la capacidad 
infectiva pero mantiene el genoma como ocurriría con el empleo de vacunas. 
 
 
 
 
Figura 16. Amplificación de la región conservada 5´UTR del BVDV. 1: Patrón 
peso molecular 100 pb; 2 Control negativo: H2O; 3. Control +: Cepa NADL 
BVDV, 4. Cepa ICA BVDV, 5. Vacuna comercial inactivada para BVDV, 6-8: 
Sueros bovinos 1-3 
 
 
Se empleó una vacuna comercial inactivada como control positivo de la 
amplificación. Sin embargó, la ausencia de amplificación de esta, observada en 
la figura 16, puede originarse en el proceso inactivación al destruir parte del 
genoma viral. No se empleó una vacuna a virus vivo modificado al momento de 
realizar esta investigación debido a que estas vacunas aun no se encontraban 
en   mercado colombiano. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8
280pb 
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Se evaluaron 11 sueros bovinos procedentes de la Sabana de Bogotá con 
historia de abortos y repetición de calores que ingresaron al laboratorio de 
Virología de la FMVZ para diagnostico de BVDV mediante la amplificación de la 
región conservada 5ÚTR. La amplificación de los sueros mostró los siguientes 
resultados: 6/11 (54%), positivos al BVDV por RT-PCR. Ver tabla 25 y figura 
17. La proporción de sueros bovinos positivos al virus del BVDV fue similar al 
reportado por Parra J, et al 1994, quien reportó 42% de los sueros positivos 
para BVDV pero con la técnica de Seroneutralización. De esta manera, se 
confirma la circulación de BVDV en esta región del país.  
 
 
 
Figura 17. Amplificación de la región conservada 5´UTR del BVDV en los 
sueros bovinos. 1- 7: Sueros del 4 al10; 8. Control positivo Cepa NADL; 9. 
Patrón peso molecular 100 pb. 
 
Tabla 25. Evaluación de sueros bovinos con relación a la presencia de BVDV, 
empleando la PCR  
 
Suero RT-PCR Presencia de 
BVDV 
1 + Si 
2 + Si 
3 - Libre 
4 - Libre 
5 + Si 
6 - Libre 
7 + Si 
8 + Si 
9 + Si 
10 - Libre 
11 - Libre 
 
El asilamiento viral a partir de los sueros positivos a BVDV no se realizó por la 
ausencia de cultivos celulares libres a BVDV adventicio. Sin embragó, estos 
sueros se mantienen a -70° C para su posterior aislamiento. 
280pb 
1 2 3 4 5 6 7 8 9
 
 
 
 
92
78B5.4. AMPLIFICACIÓN DE LA GP E2 DE LA ENVOLTURA DEL BVDV 
 
Se emplearon dos parejas de primers para amplificar cada una de las versiones 
del E2 completa y truncada. La pareja de primers para la secuencia completa 
de la E2 1380pb y la otra pareja para la secuencia truncada de la E2 1080pb. 
Así mismo, en cada uno de los extremos 5´ de los primers se adicionaron sitios 
de restricción para la enzima BglII con secuencia AGATCT. La adición de este 
sitio se realizó para facilitar la clonación dentro del plásmido de transferencia, 
ya que este posee también estos sitios de restricción en dos posiciones (Figura 
8).   
 
Se logró la amplificación de la secuencia E2 en sus dos versiones completa y 
truncada de BVDV con 1380pb y 1080 pb respectivamente a partir de la cepa 
de referencia BVDV NADL como se observa en la figura 18 y 19.  
 
La amplificación de la E2 a partir de una cepa de campo colombiana (ICA) y de 
sueros bovinos positivos para BVDV en la sabana de Bogotá, se realizó con el 
objeto de clonar esta secuencia a partir de las cepas actuantes en el medio. Sin 
embargo, esto no fue posible con la cepa ICA ni de los sueros bovinos 
evaluados (figuras 18 y 19). Estos hallazgos, podrían asociarse a lo planteado 
por Becher P et al, 1999, quienes afirman que la variabilidad de esta región 
obedece a la gran variedad de cepas que pueden circular en un área 
determinada y dificultan  la amplificación y/o secuenciación de la región E2.  
 
 
Figura 18. Amplificación de la gp E2 completa. 1. Patrón peso molecular 1000 
pb; 2: Control negativo: H2O; 3 Cepa NADL; 4: Cepa ICA; 5-7: Sueros 1,2 y4 
de animales positivos a BVDV. 
 
 
1     2    3     4    5     6     7     
1380pb 
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Figura 19. Amplificación de la gp E2 Truncada. 1-3: Sueros 1,2 y4 de animales 
positivos a BVDV, 4: Cepa ICA, 5 Cepa NADL, 2: Control negativo: H2O; 7: 
Patrón peso molecular 1000 pb. 
La secuencia que codifica la gp E2 tiene una longitud de 1120pb. La gp como 
tal presenta un anclaje a la  membrana en el extremo C terminal que provoca 
su retención a nivel celular y limita su expresión en  la superficie de la misma. 
En estudios previos de Donofrío G et al, 2004; se realizó una deleción de 90 
nucleótidos (30 aminoácidos) implicados en el anclaje  de la proteína a la 
membrana y que permiten su exposición en la superficie. Con esta deleción la 
secuencia de la gp quedó de 1030 pb. La secuencia de primers empleados en 
la amplificación de la E2 truncada fue tomada de este estudio; sin embargó, la 
modificación por la adición de diferentes sitios de restricción, dejaron esta 
secuencia de 1080pb. De esta manera se realizó solo una deleción parcial de 
40 nucleótidos (13 aminoácidos) implicados en el anclaje.  
 
La secuencia que codifica la E2 completa en este estudio fue de 1380 pb .La 
mayor longitud de esta obedece a que también se encuentra parte de la 
secuencia que codifica para la proteína p7. La función de ésta última se 
desconoce; sin embargo, Takashi H et al, 2000, establecieron que la asociación 
de la p7 con la E2 es indispensable para la producción de partículas 
infecciosas.  
 
79B5.5. EVALUACIÓN DEL TRANSGEN 
 
En la amplificación de la E2 completa y la E2 truncada se observó smear o un 
barrido debajo de la amplificación (Figura 18 y 19). Este barrido puede deberse 
a exceso en la muestra de DNA  o proteínas. Al purificar el producto de PCR se 
eliminan los contaminantes como DNA y proteínas como se observa en la 
figura 20.  
 
 
 1       2      3      4       5       6      7       
1080pb 
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Figura 20. Amplificación de producto purificado E2. 1: Patrón peso molecular 
1000 pb; 2: E2 truncada; 3: E2 completa 
La electroforesis posterior la purificación del producto de PCR reveló productos 
de PCR más limpios. 
 
La secuenciación de los productos de PCR que amplifican la E2 evidenció 
homología del 99% con la secuencia que codifica para la gpE2 de BVDV cepa 
NADL.  
 
80B5.6. CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE DNA PARA LA E2 
 
Se realizó cuantificación del producto de PCR que codifica para la E2 así como 
también de los productos de PCR posterior a la purificación.  La cuantificación 
evidenció disminución entre 16-19 % en la concentración de DNA posterior a la 
purificación, como se observa en la tabla 26.  
Tabla 26. Concentración de DNA E2 ug/ml 
 
DNA Concentración 
µg/ml 
E2 completa producto PCR 110 
E2 truncada producto PCR 100 
E2  Completa purificada  90 
E2 Truncada purificada 84 
 
 
Esta disminución leve en la concentración obedece a que una poca cantidad de 
DNA se pierde en la membrana de la columna de filtración. Para evitar pérdidas 
se debe trabajar con altas concentraciones de DNA antes de la purificación. 
 
1           2          3      
1080pb 
1380pb 
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81B5.7. PRELIGACIÓN ENTRE EL TRANSGEN E2 DENTRO DEL PLÁSMIDO 
DE TRANSFERENCIA  
 
La clonación de la E2 se puede realizar directamente dentro del vector 
adenoviral. Sin embargo, el empleo de un vector de transferencia facilita la 
clonación, por ser de menor tamaño y por poseer pocos sitios de restricción 
comparado con el vector adenoviral. El vector de transferencia 
pAdvatorCuoCUGFP fue empleado Bourbeau D et al, 2007 previamente como 
vector de transferencia para expresar el gen suicida Cu compuesto por la  
fusión de dos genes: el citocine diaminasa (CD) y el Uracil fosoforibosil 
transferasa UPRT en terapia contra el cáncer. En esa construcción la expresión 
del transgen en el plásmido de transferencia puede ser regulada en trans por la 
secuencia que codifica el operador de cumato CuO. De esta  manera, la 
expresión del transgen que codifica la gp E2 una vez insertado en el vector de 
transferencia es regulada por la secuencia Cuo la cual está entre el transgen y 
el promotor constitutivo CMV.  
 
En los procesos previos a la ligación, se digirieron los dos DNAs con la misma 
enzima de restricción: la Bglll. Esta enzima de restricción de tipo II reconoce 
una secuencia de 6 pb ATTCCA y rompe un enlace fosfodiester en cada una 
de las hebras donde reconoce, realizando un corte cohesivo. El producto de 
PCR E2 purificado presenta sitios de restricción para la enzima Bglll en sus 
extremos. De esta manera, luego de la digestión los extremos del inserto 
quedan cohesivos. Este corte es esencial para la unión de este con el plásmido 
de transferencia por la complementariedad de sus hebras.  
  
El plásmido de transferencia presenta dos sitios de restricción para la enzima 
BglII  con una distancia entre los dos sitios de 1948pb. En este espacio 
Bourbeau D et al 2007, clonaron el gen que codifica Cu. Al realizar la digestión 
del plásmido de transferencia con Bglll  se liberan dos fragmentos uno de 
9552pb y otro de 1948pb compatible con la secuencia que codifica Cu (Figura 
21). Una vez se visualizaron las dos bandas, el fragmento de 9552pb 
compatible con el esqueleto del vector de transferencia se purificó a partir de  
gel. Este procedimiento se realizó para garantizar que solo se recuperara el 
fragmento grande y no queden plásmidos contaminantes (que codifiquen Cu) 
que puedan afectar las etapas posteriores del experimento. 
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Figura 21. Digestión del DNA plasmídico con BglII. 1. Patrón de peso molecular 
1000pb, 2. Plásmido pAdvatorCMVCuo CU GFP, 3. Plásmido pAdvatorCMV-
Cuo GFP (Sin Cu). 
 
En la electroforesis se visualizaron dos bandas en el plásmido de transferencia 
digerido compatible con la escisión de Cu. 
 
82B5.8. CLONACIÓN  
 
Una vez ocurre la ligación, se obtuvieron los siguientes plásmidos: el 
pAdvatorCMV5(Cuo)E2IresGFP y el pAdvatorCMV5(Cuo)E2ΔIresGFP. El 
primer plásmido posee un tamaño de 10940pb por la inserción de la versión 
completa y el segundo plásmido de 10630pb por la versión de la proteína 
truncada (Figura 22).  La ligación se evaluó mediante electroforesis al visualizar 
fragmentos de mayor tamaño comparados con el plásmido sin el transgen.  
 
   1         2            3     
10000pb 9552pb 
1948pb 
1000pb 
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Figura 22. Ligación entre el plásmido de transferencia y la secuencia E2. 1. 
Patrón de peso molecular 1000pb, 2. Plásmido pAdvatorCMVCuo GFP con Cu, 
3. Plásmido pAdvatorCMVCuo GFP sin Cu, 4 y 5: Plásmidos ligados 
 
 
La electroforesis no evidencio ligación empleando el protocolo de 25° C por 10 
minutos. A diferencia de la incubación overnight en la que si se obtuvo, 
evidenciada por un plásmido de mayor tamaño compatible con la ligación 
(Figura 22). 
 
Los plásmidos ligados fueron clonados mediante la transformación de 
bacterias. Está trasformación se realizó con dos protocolos: electroporación y 
choque térmico.  
 
Dower W et al, 1988, encontraron eficiencias de transformación con 
electroporación de 109-1010 transformantes/ug en células E.coli DH5α. Sin 
embargo, el empleo de este protocolo sometiendo las células 
electrocompetentes E.coli DH5α (MP- Biomedicals) a un voltaje de 2500 V por 
un tiempo de 5ms, evidenció una sobrecarga eléctrica en las cubetas de 
electroporación.  
 
La sobrecarga eléctrica se origina por el empleo de cubetas reutilizadas, 
cubetas sin haber sido secadas previamente, empleo de DNA en altas 
concentraciones, así como también por la presencia de sales en el buffer de 
ligación. Para evitar la sobrecarga eléctrica, se purificó el DNA una vez ocurrida 
la ligación para retirar restos de buffer de ligación que generan la sobrecarga y 
para poder llevar a cabo la transformación mediante la electroporación.  
 
Una vez resuelto el problema de la transformación con la electroporación. Se 
emplearon los dos protocolos: choque térmico y electroporación, evidenciando 
crecimiento de colonias 14 horas pos transformación (Figura 23).  
 
 1         2          3      4        5        
1000pb 
10000pb 
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Figura 23. Crecimiento de colonias de bacterias conteniendo el plásmido de 
transferencia recombinante pAdenovatorCMV5E2GFP. A. Transformación con 
electroporación, B. Transformación con choque térmico. 
 
En la figura 23, se evidencia mayor eficiencia en el protocolo de transformación 
mediante electroporación comparado con el protocolo de choque térmico.  
 
Posterior a la transformación solo crecieron las bacterias con el plásmido de 
transferencia. Esta selectividad se dió por que este codifica para el gen de 
resistencia a la kanamicina, la cual está presente en el medio de cultivo 
 
83B5.9. EVALUACIÓN DE LA CLONACIÓN 
 
La ligación es un proceso azaroso, donde se pueden ligar: el plásmido con él 
mismo, inserto con inserto o plásmido con inserto. Así mismo, debido a que el 
transgen presenta el mismo sitio de restricción en cada uno de sus  extremos, 
es muy probable que este se inserte en sentido 3-5´posterior al promotor.  De 
esta manera fue necesario verificar la presencia y dirección del inserto antes de 
seguir con las etapas posteriores.  
 
La presencia del inserto dentro del plásmido se determinó mediante la 
amplificación de la E2 por PCR. Se empleó la pareja de primers que codifican 
la E2 completa de 1380pb para el plásmido de transferencia con la proteína 
completa y la pareja de primers de la E2 truncada de 1080 para el plásmido de 
transferencia con la E2 truncada.  
 
La amplificación de la E2 completa a partir del plásmido de transferencia no 
evidenció amplificación en ninguna de las mini preparaciones. Por lo tanto, en 
este plásmido no se realizó mapeo de restricción, Ver figura 24.  
 
 
A B 
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Figura 24. Amplificación E2 completa a partir de plásmido de transferencia.1: 
Control positivo E2; 2-8 colonias miniprep purificadas; 9: Patrón de peso 
molecular de 100pb 
 
La clonación de la E2 completa dentro del vector de transferencia no se logró 
posiblemente por el mayor tamaño de esta secuencia (1380pb) comparada con 
la secuencia completa reportada de la E2  de 1100pb. Así mismo, Couvreur B 
et al 2000, reportaron que la secuencia de la E2 completa presenta varios sitios 
de poliadenilación o motivos ATTA  y  sitios de splicing en el RNA que 
desestabilizan la molécula y dificultad su clonación. 
 
La amplificación de la E2 truncada a partir del plásmido de transferencia 
evidenció amplificación de 1080pb en todas las mini preparaciones compatible 
con la secuencia E2 truncada (Figura 25).  
 
 
 
1080pb 
1       2      3      4       5     6    
1    2    3    4    5     6     7    8   9  
1000pb 
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Figura 25. Amplificación E2 truncada dentro del plásmido de transferencia. 1: 
Control negativo pAdvator, 2 -5 colonias miniprep purificadas, 6: Patrón de 
peso molecular de 100pb 
 
La correcta orientación del inserto dentro del plásmido se determinó mediante 
mapeo de restricción.  
 
El mapeo de restricción solo se realizó con el plásmido de transferencia que 
expresó la E2 truncada. Cada una de las enzimas empleadas (EcoRV y PmeI) 
digiere el DNA en un solo sitio. De esta manera una vez se digiere el plásmido 
se visualizan dos fragmentos. En la digestión inicial se evidenciaron dos 
fragmentos que no fueron compatibles con la inserción correcta entre 6000 y 
5500pb (Figura 26a). De esta manera se digirieron otras colonias  donde se 
evidenciaron dos fragmentos de los tamaños 7000pb y el otro en 4000pb 
compatibles con la clonación del transgen en la dirección correcta 5´-3´ (Figura 
26b). 
 
 
  
 
Figura 26. Mapeo de Restricción de plásmidos de transferencia con la 
secuencia E2 truncada. A. Inserción incorrecta: 1. Plásmido recombinante 
digerido, 2. Patrón de peso molecular 1000pb, B. Inserción correcta: 1. Patrón 
de peso molecular 1000pb, 2. Plásmido recombinante sin digerir, 3. Plásmido 
recombinante digerido. 
 
La secuenciación de la secuencia E2 truncada dentro del plásmido de 
transferencia evidenció homología del 95% con la secuencia que codifica para 
la gpE2 de BVDV cepa NADL  
 
El plásmido de transferencia expresando la E2 truncada corroborado por PCR, 
mapeo de digestión y secuenciación fue amplificado a  maxi escala obteniendo 
una concentración mayor de 1ug y fue el empleado para la recombinación de 
homólogos. Este procedimiento no se realizó con el plásmido en el que se 
3821pb  
6960pb 
6300pb 
5500pb
 1          2  1          2          3 
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insertó la versión E2 completa debido a que no se encontró la secuencia E2 
dentro de este. 
 
84B5.10. CUANTIFICACIÓN DEL DNA EN LAS DIFERENTES 
MANIPULACIONES  
 
Posterior a cada manipulación, se determinó la concentración del DNA 
plasmídico y del inserto mediante el empleo del fluorometro: Qubit fluorometer 
(ver tabla 27). Estas mediciones se realizan para determinar la cantidad de 
DNA necesario para las diferentes reacciones enzimáticas. Así mismo, se 
realizó para determinar si era necesario concentrar el DNA para transformar las 
células. 
 
La concentración de DNA del transgen y del plásmido disminuyó 
paulatinamente al someterse a las diferentes reacciones enzimáticas y 
purificaciones. Al comenzar con los procesos de clonación se trabajó con un 
plásmido de transferencia >1ug/ul obtenido de una maxiprep o maxi 
amplificación. Posteriormente, este plásmido se sometió a reacciones de 
digestión, fosforilación y purificación  disminuyendo en 40%, ver tabla 27.  
 
La cuantificación del DNA una vez ligado permite determinar la concentración 
de DNA necesaria para transformar las células aproximadamente 100-200ng. 
De esta manera, se infiere que es muy importante conocer la concentración de 
DNA  y trabajar con suficiente cantidad para llegar con óptimas 
concentraciones a las etapas posteriores. 
 
Tabla 27. Cuantificación de DNA (plásmido de transferencia y transgen) 
sometido a los diferentes procesos  
 
DNA Concentración 
g/ml 
pAdenovator(Cuo)CU IRES GFP >100 
pAdenovator (Cuo)Ires GFP desfosforilado 65.2 
pAdenovator (Cuo)E2Δ Ires GFP ligado 30 
pAdenovator (Cuo)E2Δ Ires GFP posterior a la 
purificación (miniprep) 
100 
pAdenovator CMV5(Cuo) E2Δ IRES GFP(maxi prep) >100 
 
85B .11. RECOMBINACIÓN ENTRE PLÁSMIDO ADENOVIRAL Y EL PLÁSMIDO 
DE TRANSFERENCIA RECOMBINANTE  
 
La concentración de cada uno de los plásmidos para la recombinación es de 1 
de plásmido adenoviral por 10 de plásmido de transferencia recombinante. La 
mayor concentración de plásmido de transferencia permite una mayor 
probabilidad de recombinación de este con el plásmido adenoviral. 
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Para la recombinación, el plásmido de transferencia con el transgen de la E2 
truncada se linearizó con una enzima de restricción y posteriormente se 
desfosforiló para evitar que se circularice nuevamente. La linearización de este 
es esencial para la recombinación de las secuencias de DNA y para garantizar 
que solo crezcan las colonias que se recombinaron con el  plásmido adenoviral. 
 
La recombinación entre el plásmido adenoviral y el plásmido de transferencia 
recombinante  se realizó con el  protocolo de electroporación. Mediante este, 
las células electrocompetentes E.coli BJ5183 (MP- Biomedicals) fueron 
sometidas a un voltaje de 2500 V por un tiempo de 5.1 ms. El voltaje aumentó 
rápidamente y declinó sobre el tiempo mostrando una caída exponencial  o 
también conocido como decaimiento exponencial.  
 
La recombinación se realizó debido a que los plásmidos poseen secuencias 
homologas y esta unión es favorecida por la maquinaria celular presente en las 
células bacterianas E.coli BJ5183.  Solo las bacterias transformadas portadoras 
del gen de resistencia formaron colonias y estas fueron sembradas en medio 
líquido LB con antibiótico. Ver figura 27a. Posteriormente, estas colonias fueron 
amplificadas en células más estables que permiten la amplificación de 
plásmidos como las E.coli DH5α, figura 27b. 
 
 
 
 
 
Figura 27. A. Colonias formadas por pAdeasy CMV5CuoE2Δ IRES GFP en 
células bacterianas electrocompetentes E.coli BJ5183. B. Colonias formadas 
por pAdeasy CMV5CuoE2Δ IRES GFP en células bacterianas 
electrocompetentes E.coli DH5α 
86B5.12. EVALUACIÓN DE LA RECOMBINACIÓN  
 
El mapeo de restricción empleando la enzima de restricción PacI para digerir el 
adenovirus recombinante evidenció dos fragmentos, uno de 35kb y el otro de  
3Kb  (Figura 28). Estos fragmentos son compatibles con la recombinación. 
 
A B 
 
 
 
 
103
 
 
Figura 28. Electroforesis de la digestión del plásmido adenoviral recombinante 
con PacI. 1. pAdeasy-1; 2. pAdeasyE2Δ recombinante sin digerir 3. 
pAdeasyE2Δ digerido con PacI, 4. Patrón de peso molecular de 1000pb 
 
La amplificación por PCR de la E2Δ a partir del plásmido adenoviral 
recombinante pAdeasyCMVE2ΔIresGFP  evidenció amplificación en 2/10 de 
las colonias en las células E.coli BJ5183 (Figura 29). Solo el 20% de las 
colonias amplificaron la E2Δ. Estas dos colonias recombinantes se amplificaron 
en células más estables como las bacterias E.coli DH5α, donde evidenciaron 
amplificación del recombinante en más del 80% de las colonias (Figura 30).  
 
 
 
 
 
Figura 29. Amplificación E2 truncada a partir de los plásmidos 
pAdeasyCMVCuoE2ΔGFP en células BJ5183. 1-10: minipreps plásmido 
recombinante. 
 
Se recuperaron 5 minipreprs de cada colonia recombinante llamadas A y B. En 
la colonia recombinante A se evidenció amplificación de la E2Δ en 3/4 
minipreps (75%) y en la colonia B se evidenció amplificación de la E2 en 3/5 
minipreps. Las minipreps obtenidas de la colonia B amplifican bandas más 
tenues (Figura 30).  
 
 
PPM     1       2         3       4        5       6      7         8        9        10     
1080pb 
  1        2             3           4      
3000pb 
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104
 
 
Figura 30. Amplificación E2 truncada a partir de los plásmidos recombinantes 
producidos en células DH5α. A. Minipreps obtenidas de la colonia A. B: 
Minipreps obtenidas de la colonia B. 
 
Las corridas electroforéticas de las amplificaciones de la secuencia E2Δ por 
PCR, a partir de las minipreparaciones,   no se observaron limpias (Figura 29 y 
30) posiblemente por la presencia  de contaminantes en la muestra como 
carbohidratos y otros productos generados en el proceso de lisis bacteriana. 
 
La amplificación a mayor escala del recombinante se realizó con las dos 
colonias. La recuperación del  botón celular y de DNA se observó en menor 
proporción en la colonia A,  a diferencia de la colonia B que evidenció mayor 
cantidad. Así mismo, una vez obtenidos los plásmidos se evaluó la 
concentración de DNA resultando de 0.1ug/ml para la colonia A y >1ug/ml  para 
la colonia B  
 
Estas diferencias en concentración en las dos colonias puede deberse a 
diferencias en la replicación de los dos plásmidos. La colonia recombinante A 
puede ser de replicación de baja copia a diferencia del recombinante B de 
replicación alta. Por la mayor concentración obtenida del recombinante B, este 
se escogió para las etapas posteriores.  
 
De esta manera, se logró la construcción del plásmido adenoviral recombinante 
pAdeasyCMVE2ΔIresGFP  que expresa el transgen que codifica la E2Δ del 
BVDV a una concentración de 1ug/ul. 
 
87B5.13. TRANSFECCIÓN  
 
El pAdeasy-1 es un adenovirus de replicación defectiva con ausencia del gen 
E1 implicado en la replicación. Este vector solo se propaga en líneas celulares 
complementarias como la 293A la cual expresa en cis el producto del gen viral 
faltante, permitiendo la replicación viral.  
 
La confluencia de las células al momento de la transfección debe ser mayor del 
70% para garantizar que un mayor número de estas capten el DNA y para que 
1080pb 
A 
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la tasa de viabilidad luego del protocolo de transfección sea alta, debido a la 
toxicidad de los reactivos empleados. En nuestro caso, ninguno de los tres 
protocolos de transfección provocó muerte celular significativa.  
 
Inicialmente, se empleó la transfección con liposomas; sin embargó, después 
de 20 días no se evidenció la formación de placas virales. Por tal motivo se 
emplearon otros métodos como la precipitación con fosfato de calcio y la 
electroporación.  
 
La cantidad del DNA en cada uno de los métodos de transfección empleados 
fue variable. En el protocolo con fosfato de calcio se trabajó entre 7.5ug - 20 
ug, debido a que se ha reportado que altas concentraciones de DNA >25ug/ml 
al momento de transfectar inhiben la formación de precipitados (Jordan M et al, 
1996). Así mismo, altas cantidades de DNA >10 ug en la transfección con 
liposomas inhibe la formación de complejos.  
 
En la transfección con fosfato de calcio, Jordan M et al, 1996 demostraron que 
la cantidad de DNA, concentración de fosfato y tiempo de incubación influyen 
en la formación de precipitados. Mayor eficiencia en la transformación se ha 
evidenciado cuando el precipitado se deja incubar entre 1-10 minutos antes de 
adicionarlo a las células. Así mismo, la cantidad de proteína obtenida en 
estudios previos es mayor dejándolo menor tiempo de incubación. 
Adicionalmente, la eficiencia de transfección está asociada con la formación de 
precipitados de tamaño pequeño los cuales se dan con un tiempo corto de 
incubación (Jordan M et al, 1996).  
 
El protocolo recomendado de transformación de las células complementarias 
mediante la electroporación es de 700v. Sin embargó, el equipo empleado 
(electroporador Cell ject Duo thermo®) no provee voltajes tan altos para las 
células y se decidió aplicar dos pulsos cada uno de 350v. Esta variación del 
protocolo original no ofreció una eficiente transfección, evidenciada por la 
ausencia de placas virales y fluorescencia 20 días después de la transfección. 
Si bien, este procedimiento no funcionó en la presente investigación no se 
puede dejar de recomendar para estudios similares. 
 
88B5.14. EVALUACIÓN DEL RECOMBINANTE  
 
Al iniciarse el proceso replicativo del virus, las células 293A se redondean y se 
desprenden de la superficie desarrollando el efecto citopático. A diferencia de 
lo reportado por Advator system –Qbiogene, Manual, donde se describe que la 
aparición de placas virales comienza a los 7dias pos infección, a los 10 días 
están bien definidas y a los 14 días aparecen placas aisladas las cuales 
pueden ser picadas.  
 
En esta investigación con los protocolos empleados de liposomas y fosfato de 
calcio, se comenzaron a evidenciar placas a partir del día 15 y se picaron las 
colonias a los 28 días. Ver figura 31.  
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Figura 31. Cultivo de línea celular 293A: Evolución posterior a la 
transfección con el plásmido adenoviral recombinante pAdeasy 
CMV5E2Δ IRES GFP. a. 13 días postransfección; b. 17 días 
postransfección. 
 
 
La expresión del transgen en células 293A transfectadas con el plásmido 
adenoviral recombinante fue evaluada por western blot. e inmunofluorescencia. 
 
La  evaluación de la transfección se realizó mediante la expresión de la 
proteína fluorescente verde o también llamada GFP. Esta proteína producida 
por Jelly fish Aequorea victoria contiene o produce un fluorocromo espontaneo. 
De esta manera la fluorescencia se observa sin cofactores o sustratos 
adicionales. La fluorescencia dada por este gen es empleada como marcador 
en la transfección transitoria para determinar la efectividad de la transfección y 
como marcador en la amplificación del adenovirus para determinar la 
producción de partículas virales.  
 
El vector de transferencia pAdvator es un vector de expresión bicistronico el 
cual  permite la expresión simultánea del gen reportero GFP y expresa el DNA 
insertado o el transgen, en este caso el gen que codifica para la proteína E2. El 
RNAm contiene dos ORF y la traducción de cada uno, depende del promotor 
del citomegalovirus el cual media la expresión del transgen y de la secuencia 
IRES el cual controla la expresión del GFP (Trouet D et al, 1997). 
 
La evaluación de la expresión del gen GFP se resume en la tabla 28 y en la 
figura 32.  
 
 
 
 
 
 
a b. 
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Tabla 28. Evaluación de la fluorescencia en las células 293A 
 
Días pos 
transfección 
Evaluación 
2 días Fluorescencia  aislada 
7 días Fluorescencia limitada a pocas 
células 
14 días Ligero acúmulo de células 
fluorescentes  
21 días Células conglomeradas fluorescentes 
en el 50% de la placa 
 
La máxima expresión del recombinante  E2 detectada por inmunofluorescencia 
se alcanzó 28 días pos transfección. 
 
 
 
 
Figura 32. Expresión GFP pos transfección. A.  7 días, b. 12 días, C.  15 días, 
d. 22 días. 
a b 
c d 
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Cuando se emplearon concentraciones menores de 10ug en la transfección, la 
formación de placas y fluorescencia se evidenció desde el día 20. Al emplear 
concentraciones mayores de 20ug de DNA se evidenciaron placas desde el día 
14.  
  
Inicialmente, se cuantificó la concentración de proteína de cada una de las 
muestras. La concentración de proteína en los extractos celulares 
transfectados varió dependiendo de los clones (Tabla 29). Para las corridas 
electroforéticas se empleó 50ug totales de proteína.  
 
Tabla 29. Concentración de proteína  recombinante en ug/ul 
 
Células Concentración 
ug/ul 
Transfección 1 1.43 
Transfección 2 1.6 
Transfección 3 1.76 
Transfección 4 2,3 
Transfección 5 2.3 
Transfección 6 2.17 
Células 293A 2.19 
Células MDBK 
contaminadas con 
BVDV 
>26 
Cosecha viral BVDV 
NADL  
1.6 
 
 
Según la tabla 29, no se evidenció diferencias significativas en la concentración 
de proteína en los diferentes métodos de transfección empleados.  
89B5.15. IMMUNOBLOTTING  
 
Esta técnica consistió de tres pasos: SDS-PAGE, transferencia de las proteínas 
separadas sobre papel de nitrocelulosa (blotting) y detección de antígeno gp E2 
expresado por las células transfectadas con el recombinante. Posteriormente, 
este reconocimiento se detecta mediante la reacción quimioluminicente que 
ocurre en la membrana y que se pone en contacto con una película auto 
radiográfica.  
 
Para evaluar la expresión de la gp E2 de BVDV insertada en el adenovirus se 
realizó cosecha de las diferentes transfecciones: liposomas o con precipitación 
con fosfato de calcio. Las transfecciones 1, 2 y 3 con lipofect® fueron 
recogidas a 24, 30 y 48 horas respectivamente. Las transfecciones 4 y 5 con 
fosfato de calcio se recogieron a las 72 horas y la transfección 6 con 
electroporación se recogió a las 72 horas. Como control negativo se emplearon 
las células 293A sin transfectar y como controles positivos una cosecha viral 
 
 
 
 
109
BVDV cepa NADL pasaje 2 y unas células MDBK contaminadas con virus 
adventicio de BVDV. Así mismo, se evaluó la presencia de la E2 en dos 
vacunas polivalentes inactivadas y atenuadas contra BVDV y otros patógenos. 
 
Se empleó el anticuerpo primario Bovine Viral Diarrhea Virus Type 1 Mab E2 
(gp53) para reconocer el antígeno E2 del BVDV 1 expresado por el adenovirus 
recombinante. Este anticuerpo se trabajó en 3 diluciones 1/500, 1/1000 y 
1/5000 (figura, 33, 34 y 35). En la dilución 1 /500 no se obtuvó buen 
reconocimiento  de la expresión, con la dilución 1/1000 se verificó la expresión 
de la gpE2 y en la dilución 1/500 se encontró la mejor detección. 
 
 
 
 
Figura 33. Inmunoblotting para la gpE2 del BVDV con dilución de anticuerpo 
primario 1/5000. a. Revelado 30 seg., b. Revelado 1 minuto y 15 seg. 1. Control 
negativo células 293A, 2-4 transfecciones (1, 2 y3) con lipofect, 4.  Control 
positivo células MDBK contaminadas con virus adventicio BVDV, 5: 
Sobrenadante  virus BVDV NADL. 
 
 
Figura 34. Inmunoblotting para la gpE2 del BVDV con dilución de anticuerpo 
primario 1/1000. a. Revelado 30 seg., b. Revelado 1 minuto y 15 seg. 1. Control 
negativo células 293A, 2-4 transfecciones (1, 2 y3) con lipofect, 4.  Control 
positivo células MDBK contaminadas con virus adventicio BVDV, 5: 
Sobrenadante  virus BVDV NADL. 
 
a b
a b
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Figura 35. Inmunoblotting para la gpE2 del BVDV con dilución de anticuerpo 
primario 1/500. a. Revelado 20 seg., b. Revelado 1 min., c. Revelado 2 min., d. 
Revelado 3 min. 1. Control negativo células 293A, 2-4 transfecciones (1, 3 y 5) 
con lipofect y fosfato de Ca, 5: Sobrenadante  virus BVDV NADL. 
 
 
En la segunda variable se evaluó cada una de las diluciones a diferentes 
tiempos de revelado entre 20 segundos a 3 minutos. Esto con el fin de 
determinar el tiempo ideal de exposición de la película (Figura 33, 34, 35).  
 
La tercera variable evaluada, fue el volumen empleado de la muestra por pozo. 
Este se realizó para determinar si hay saturación o no de la expresión. De esta 
manera se sembró en cada pozo entre 10 a 15 ul (Figura 36). 
 
 
 
 
53kDa
a b
ba
c d
53kDa 
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Figura 36. Inmunoblotting para la gpE2 del BVDV con dilución de anticuerpo 
primario 1/500 y revelado de 3 minutos. a. 10ul de muestra., b. 15 ul de 
muestra. 1. Control negativo células 293A, 2-6 transfecciones (1, 2,3 ,4 y 5) con 
lipofect y fosfato de Ca, 7ª. Vacuna inactivada polivalente contra BVDV, 7b. 
Control positivo células MDBK contaminadas con virus adventicio BVDV, 8. 
Sobrenadante  virus BVDV NADL. 
 
En la figura 37, se observa la expresión de la E2 con los 3 métodos de 
transfección. Así mismo, se comparó la expresión de la E2 por las dos vacunas 
contra BVDV la inactivada y la atenuada.   
 
 
 
 
Figura 37. Inmunoblotting para la gpE2 del BVDV con dilución de anticuerpo 
primario 1/500 1. Control negativo células 293A, 2. Control negativo células 
293A con proteinasa, 3. Transfección 2 (liposomas), 4. Transfeccion 4 (fosfato 
de Ca), 5. Transfección 6 (electroporación), 6. Vacuna inactivada polivalente 
contra BVDV, 7. Vacuna atenuada polivalente contra BVDV, 8.Sobrenadante 
virus BVDV ICA, 9. Sobrenadante  virus BVDV NADL. 
 
Con la dilución 1/500 del anticuerpo primario Bovine Viral Diarrhea Virus Type 1 
Mab E2 se detectó la presencia de una banda aproximada a 53kDa, compatible 
con la masa molecular de la  gp E2. Esta banda se observó en todas las 
transfecciones realizadas y en los controles positivos. 
 
En el control negativo: las células complementarias 293A sin transfectar, se 
evidenció un acumulo de péptidos entre 50 a 60 kDa (Figura 35, 36 y 37). Esta 
banda sugirió que correspondía a un componente celular o a un componente 
proteico del adenovirus. Por la similitud con la expresión de nuestro 
recombinante se realizó una RT-PCR para BVDV amplificando la región 
conservada del genoma 5´UTR. Esta prueba permite determinar si existe una 
posible contaminación con virus adventicio en las células 293A. Sin embargó, 
la PCR para amplificar esta región a partir de estas células fue negativa (Figura 
38). 
  
53kDa 
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Figura 38. Amplificación de la región conservada 5´ UTR del BVDV en la línea 
celular complementaria. 1: Control + Cepa NADL BVDV, 2: Control negativo: 
H2O, 3: Células 293A, 4. Patrón peso molecular 100 pb 
 
Grandt R et al, 1995 reportaron que una vez transformadas las células 
complementarias con el gen que codifica la proteína E1 (E1A y E1B). Estas 
proteínas aparte de transformar las células, también pueden regular la 
transcripción e interactúan con varios péptidos celulares entre ellos la p53. En 
western blott, se ha observado un péptido entre 50-56kDa en las células 
transformadas con adenovirus 2 o 5. Esta asociación es para neutralizar la p53 
y mantener el status transformante de las células. Este reporte confirma lo 
reportado en nuestra investigación. 
 
La expresión de la gpE2 se logró empleando los tres protocolos de transfección 
(liposomas, fosfato de calcio y electroporación) (figura 37). No se encontraron 
diferencias de acuerdo al tiempo de la cosecha de las transfecciones.  La 
expresión de la gp E2 en todas las transfecciones indicó que el plásmido 
adenoviral recombinante si ingresó a las células  y expresó el transgen para la 
gp E2. Sin embargo, la expresión de la E2 por western blot mediante el método 
de electroporación pero la ausencia de formación de placas virales con este 
protocolo puede indicar que muy poca cantidad de DNA plasmídico fue 
transfectado por este método lo que dificulta la capacidad replicativa.  
 
La evaluación de cada una de las diluciones del anticuerpo primario a 
diferentes tiempos de revelado entre 20 segundos a 3 minutos se realizó para 
determinar el mejor tiempo de exposición de la película a la reacción 
quimioluminicente. En exposiciones menores a un minuto no detectó expresión. 
La exposición entre 2 a 3 minutos fue el tiempo ideal para evidenciar la 
expresión de la gp E2. Figura 35. 
 
El volumen de la muestra por pozo también se evaluó, para determinar si hay o 
no saturación de la detección. Se observó que empleando 10ul se visualiza una 
buena expresión. Figura 36. 
 
1        2       3       4 
280pb 
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La evaluación de la expresión de la gp E2 por western blot en la vacuna 
comercial polivalente inactivada no evidenció presencia del antígeno (Figura 
36ª y 37). A diferencia de la vacuna comercial polivalente atenuada la cual 
evidencio presencia del antígeno E2 (Figura 37). Al juntar los resultados de 
PCR y western blot se puede presumir en la vacuna inactivada que no haya 
presencia del antígeno o que no esté en buena condición para generar una 
respuesta inmune adecuada. Sin embargo, se recomienda evaluar su 
inmunogenicidad en campo. 
 
Los recombinantes de adenovirus se seleccionan por su habilidad de expresar 
la proteína recombinante y por su habilidad de replicación. Es posible encontrar 
dos clones que muestran diferentes propiedades. Un clon puede expresar la 
proteína recombinante muy bien mientras un segundo clon expresa una 
proteína en un grado menor pero con capacidad replicativa alta.  
 
La evaluación de la expresión del transgen evidenció que se están replicando 
clones con alta expresión de proteína recombinante E2 evaluada por 
inmunoblotting pero con replicación limitada por el mayor tiempo requerido para 
formar placas.  
 
Sin embargó, el objetivo propuesto de construir un adenovirus recombinante 
expresando la gp E2 del BVDV mediante la clonación inicial de este en un 
plásmido de transferencia y ponerlo bajo el control de un promotor se logró 
cumplir. Se superaron obstáculos tan importantes como la no amplificación de 
la E2 completa a partir de cepas de campo colombianas, la no clonación de la 
E2 completa en el vector de transferencia y la baja tasa replicativa del 
recombinante.  
 
90B5.16. CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNA RECOMBINANTE 
 
Se realizó caracterización de las proteínas de las cosechas  de las 
transfecciones y de la cosecha viral. Se analizaron los patrones electroforeticos 
teniendo como control células sin infectar sometidas al mismo procedimiento.  
Los pesos moleculares de las proteínas virales fueros estimados (Laemmli V, 
1971), al determinar la movilidad electroforética en los geles SDS-PAGE con 
relación a los pesos control (marcador Al Blue precisión plus protein standards- 
Biorad®). 
 
La cosecha viral  de la cepa NADL BVDV cp reveló los tres grupos proteicos 
importantes del BVDV descrito por otros autores (Corapi W et al, 1990) con 
pesos moleculares de 120 kDa, 53kDA, 48kDa. Sin embargó, la proteína de 
80kDA, una de las proteínas más sobresalientes del genoma viral no se 
observó. La cepa presenta proteína mayores (aproximadamente de 150kDa) 
(Figura 39), posiblemente atribuido a precursores virales no degradados.  
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Figura 39. Caracterización por SDS-PAGE de las proteínas recombinantes y de 
las proteínas de la cepa NADL BVDV obtenidas como sobrenadante y teñidos 
con azul de coomasie. 1 y 6. Patrón de peso molecular; 2. Control negativo 
células 293A, 3 y 4 Proteína recombinante E2 en plásmido adenoviral; 5 Cepa 
BVDV NADL 
91B5.17. AMPLIFICACIÓN A MAYOR ESCALA DEL ADENOVIRUS 
RECOMBINANTE 
 
Esta amplificación consiste en el escalamiento progresivo de la replicación viral 
en cultivo celular y por consiguiente, el incremento de partículas virales.  
 
Durante las rondas de amplificación de las diferentes cosechas virales que 
presentaron efecto citopático se evaluó la expresión del gen reportero mediante 
fluorescencia y la expresión de la E2 por western blot (figura 40). En la 
segunda ronda, se observó que inoculos  de dos placas virales desarrollaron 
fluorescencia en el 50% de la población celular entre las 72 a 120 horas pos 
infección. Así mismo se observó redondeamiento celular compatible con el 
efecto citopático característico del virus (Figura 40a).  
 
 
 
 
70kDa 
50kDa 
1       2                 3      4             5               6 
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Figura 40. Evaluación de la amplificación. A Efecto citopático. B Fluorescencia  
 
Estas cosechas virales positivas fueron empleadas para la producción a mayor 
escala del adenovirus recombinante y su titulación viral. 
5.18. TITULACIÓN DEL ADENOVIRUS RECOMBINANTE 
 
Para titular el adenovirus se empleo la dosis infectiva de cultivo celular 50 
TICD50. Con este método se empleó desde la dilución 101 hasta 1012 con 8 
replicas. En cada columna se determinó el número de pozos con efecto 
citopático. 
 
Dilución Proporción de Efecto 
citopático 
10-1 8/8 = 1 
10-2 8/8 = 1 
10-3 8/8 = 1 
10-4 8/8 = 1 
10-5 6/8 = 0.75 
10-6 4/8 = 0.5 
10-7 4/8 = 0.5 
10-8 2/8 = 0.25 
10-9 2/8 = 0.25 
10-10 1/8 = 0.125 
10-11 0/8 = 0 
10-12 0/8 = 0 
 
 
El titulo exacto se determino empleando la formula de KARBER  T= 10 1+d(S-0.5) 
d: Log 10 de la dilución  
S: Suma de las proporciones (se comienza desde la primera dilución 
empleada). 
 
En este caso S= 1+1+1+1+0.75+0.5+0.5+0.25+0.25+0.125+0+0= 6.5 
 
Titulo= 10  1 +1 (6.5-0.5)= 108 TICD50/ml 
 
De esta manera el título del adenovirus recombinante pAdeasyCMV5E2 
IresGFP corresponde a 108/ml. Este resultado se confirmó con la lectura en el 
microscopio de fluorescencia dada por la presencia del gen reportero GFP, 
donde se evidenció fluorescencia en los pozos que presentaron efecto 
citopático.  
 
 
 
 
116
 
 
19BCONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
 
El BVDV constituye uno de los virus más importantes en la ganadería con una 
distribución mundial y es una enfermedad endémica en la mayoría de las 
explotaciones. La inmunización mediante vacunas convencionales se ha 
empleado por años sin una disminución de la enfermedad. De esta manera las 
vacunas recombinantes constituyen una alternativa para la producción de 
biológicos más seguros y eficientes para el control del BVDV. 
  
En el presente estudio se desarrolló, por primera vez para el país, la 
construcción de un adenovirus no replicativo que expresa la proteína 
inmunogénica E2 para BVDV. Esto constituye el primer avance en la 
metodología de DNA recombinante para el control del BVDV en Colombia.  
 
En la fase inicial de la construcción del adenovector se trabajaron cultivos 
celulares para amplificar el virus de referencia e igualmente una cepa de 
campo. Esto con el fin de obtener secuencias de la proteína E2 provenientes 
de virus actuantes a nivel de campo. Sin embargo, uno de los mayores 
inconvenientes fue el alto porcentaje de contaminación de los cultivos (80%) 
con virus adventicios (cepa NCP), lo que impidió la multiplicación de las cepas 
virales y su aislamiento.  
 
El empleo de estos cultivos contaminados con virus adventicio no se 
recomienda por dos razones. Primero, la interferencia que se puede presentar 
cuando dos cepas infectan una misma célula. Segundo, para evitar generar un 
recombinante a partir de una cepa de laboratorio mezclada con cepas de 
orígenes desconocidos.  
 
Para poder realizar la construcción con cepas endémicas de BVDV se 
recibieron sueros bovinos con historia de abortos. La detección de genoma de 
BVDV mediante PCR (54%) en lo sueros bovinos confirmó la circulación del 
BVDV en la sabana de Bogotá. La sensibilidad y especificidad de esta prueba 
para emplearse como método diagnóstico depende de la región a amplificar. 
Se recomienda amplificar las regiones conservadas del genoma como la 
secuencia 5´UTR o la secuencia que codifica la proteína no estructural Npro.  
 
La escogencia de la secuencia que codifica la proteína E2 del BVDV como 
transgen en el presente trabajo obedeció a sus diversas funciones: Adhesión y 
entrada a la célula y principalmente por su capacidad de inducir anticuerpos 
neutralizantes protegiendo frente a la infección (Coth R et al, 1999). Sin 
embargo, se debe tener presente que el gen que codifica para esta proteína es 
una de las regiones más variables del genoma lo que dificulta su amplificación.  
 
La variabilidad de la E2 reportada en varios estudios previos, se confirmó por la 
ausencia de amplificación de la E2 a partir de sueros bovinos positivos para 
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BVDV. Para poder realizar la construcción con las cepas endémicas presentes 
en nuestro medio se recomienda aislar y secuenciar éstas para poder sintetizar 
primers específicos para esta región. 
 
La gp E2 se ha trabajado en 3 versiones como recombinante: E2 completa, E2 
truncada con deleción de dominio de anclaje membrana y E2 quimérica unida a 
secuencias señales. Cada una de las versiones se expresa diferente en la 
superficie celular y por lo tanto la respuesta inmune generada varía. En esta 
construcción se intentó realizar la clonación de la E2 en dos versiones: 
completa y truncada. Sin embargo, la versión E2 completa presentó dificultades 
para su clonación dentro del vector de transferencia impidiendo realizar la 
construcción.  
 
La clonación de la E2 completa dentro del vector de transferencia no se logró 
posiblemente por el mayor tamaño de esta secuencia (1380pb) comparada con 
la secuencia completa reportada de la E2  de 1100pb. Mediante secuenciación 
se estableció que ésta longitud obedecía a la inserción  de la secuencia que 
codifica la proteína no estructural p7. Así mismo, Couevraur B et al 2000 
reportaron que la secuencia de la E2 completa presenta varios sitios de 
poliadenilación o motivos ATTA  y  sitios de splicing en el RNA que 
desestabilizan la molécula. Para la clonación de la E2 completa se recomienda 
emplear la secuencia más corta sin anexar otras regiones.  
 
La utilidad de emplear inicialmente un vector de transferencia en la 
construcción es para facilitar la clonación, colocar el transgen bajo la expresión 
de un promotor  y evaluar la expresión mediante un gen reportero  
 
Se empleó como vector un adenovirus de replicación defectiva: el pAdeasy-1 
con deleción de la región E1 y E3. La deleción de estas regiones, lo convierte 
en un vector vacunal seguro y permite una alta expresión del gen. La 
replicación de este vector solo ocurre en células complementarias que provean 
el gen faltante. Sin embargo, se recomienda mantener las células 
complementarias con baja confluencia y en un bajo número de pasajes para 
evitar que pierdan sus características de codificar las proteínas E1 y E3. 
 
La introducción del recombinante dentro de las células  se realizó mediante la 
transfección con liposomas y con fosfato de calcio. Para siguientes 
construcciones se recomienda transfectar con cualquiera de estos dos métodos 
empleando una mayor concentración de DNA para obtener una más rápida 
replicación del recombinante. 
  
La expresión del recombinante E2 mediante western blott evidenció una 
excelente expresión en cualquiera de los métodos de transfección y a partir de 
las 24 horas de cosecha.  
 
La expresión de la gp recombinante E2 truncada en células complementarias 
evidenció que esta proteína es secretada eficientemente y puede ser empleada 
como fuente de antígeno para metodologías diagnósticas. Así mismo, el 
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reconocimiento de la gp E2 truncada por el anticuerpo monoclonal BVDV 
sugiere que las características antigénicas de la proteína original se conservan 
en la proteína recombinante.  
 
La evaluación de la expresión de la gp E2 por western blott en la vacuna 
comercial polivalente inactivada no evidenció expresión. Así mismo, este 
resultado se comparo con la ausencia en la amplificación del genoma viral 
BVDV de la región 5´UTR. Esto indica una falla en el antígeno de la vacuna 
que podría impedir el desarrollo de una buena inmunidad. Lo anterior, es 
preocupante dentro del mercado de vacunas en el país y se recomienda 
realizar estos mismos análisis con todas las vacunas comerciales ya sea a 
virus inactivado o a virus vivo modificado.   
 
El empleo de un adenovirus de otra especie como el Adenovirus humano tipo 5 
se recomienda para evitar la Inmunidad preexistente. Debido a que los 
adenovirus se han distribuido ampliamente por el mundo la presencia de 
anticuerpos de adenovirus bovino  puede bloquear la respuesta inmune cuando 
se emplee como vector viral.  
 
La respuesta inmune generada por estas vacunas recombinantes no solo se 
determina por el transgen empleado (versión completa o truncada), sino por el 
vector empleado (DNA plasmídico, vector viral etc), así como también la 
presencia de promotores en el vector que faciliten la expresión del transgen.  
De esta manera el objetivo de la investigación de construir el vector adenoviral 
recombinante con un promotor constitutivo viral pAdeasyCMVE2ΔGFP, es el 
punto de partida para evaluar la inmunidad generada por esta construcción y 
determinar su eficiencia.  
 
 Así mismo; se recomienda clonar la secuencia que codifica la gp E2 a partir de 
cepas de campo para evaluar la respuesta inmune y poder en un futuro 
desarrollar recombinantes con cepas que circulen en nuestro medio. 
 
El presente trabajo permitió desarrollar una proteína recombinante, la cual 
puede emplearse como antígeno para algunos métodos diagnósticos o como 
vacuna recombinante para proteger las ganaderías con las cepas que están 
circulando en el medio.  Adicionalmente, permitió la estandarización de los 
procesos en clonación, amplificación y producción de recombinantes. 
 
La evidencia de circulación del BVDV en hatos de la sabana de Bogotá, es un 
indicativo de la presencia endémica de este virus posiblemente a nivel 
nacional. De esta manera, se requieren estudios epidemiológicos y moleculares 
que determinen la prevalencia, el porcentaje  de animales persistentemente 
infectados los cuales constituyen el principal reservorio de la enfermedad  y 
determinar las cepas que circulan actualmente. Este análisis epidemiológico es 
necesario para tomar las medidas de control necesarias de la enfermedad. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A. Médios de cultivo para el mantenimiento de cultivos celulares 
 
Medios de cultivo: 
 
1. Medio Esencial Mínimo (MEM) 
Medio MEM estándar en polvo   1000ml 
NaHCO3      2.2gr 
 
Esterilizar por filtración (membrana millipore de 0.22um) Conservar a 
4°C. 
 
2. Medio Esencial MiInimo Dulbeccos 
Medio DMEM estándar    1000ml 
NaHCO3      3.7gr 
 
Esterilizar por filtración (membrana millipore de 0.22um) Conservar a 
4°C. 
 
 
Reactivos 
 
1. Solución stock tripsina versene 0.25% 
Nacl      2gr 
KCl      0.1gr 
Na2HPO4      0.012gr 
KH2PO4      0.0015gr 
Glucosa      0.5gr 
Versene      0.5gr 
Tripsina      0.75gr 
NaHCO3      1.25gr 
Agua destilada desionizada   250 ml 
 
Disolver los reactivos en 250ml de agua destilada. Esterilizar por 
filtración (membrana millipore de 0.22um) Conservar a -20°C.  
 
 
2. Glutamina 
NaCl      0.85gr 
Glutamina     3gr 
Agua destilada desionizada   100 ml 
 
Disolver los reactivos en 100ml de agua destilada. Esterilizar por 
filtración (membrana millipore de 0.22um) Conservar a -20°C.  
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ANEXO B. Medios de cultivo para amplificación de E.coli 
 
Medios de cultivo 
 
1. Medio LB estándar liquido 
Cloruro de sodio     10gr 
Triptona      10gr 
Extracto de levadura    5gr 
Agua destilada desionizada   1000 ml 
 
Esterilizar por autoclavado 121°C por 15 minutos. Conservar a 4°C.  
 
2. Medio LB SIGMA® liquido 
Medio LB      25gr 
Agua destilada desionizada   1000 ml 
 
Esterilizar por autoclavado 121°C por 15 minutos. Conservar a 4°C.  
 
3. Medio LB SIGMA sólido 
Medio LB      25gr 
Agar 1.5%      15gr 
Agua destilada desionizada   1000 ml 
 
Esterilizar por autoclavado 121°C por 15 minutos y fraccionar en cajas 
de petri. Conservar a 4°C.  
 
4. Medio SOC estándar liquido 
Cloruro de sodio     0.5gr 
Triptona      20gr 
Extracto de levadura    5gr 
Cloruro de potasio     0.2gr 
Cloruro de magnesio    0.8gr 
Glucosa      3.6gr 
Agua destilada desionizada   1000 ml 
 
Esterilizar por autoclavado 121°C por 15 minutos. Conservar a 4°C.  
 
Reactivos 
 
3. Solución stock 1X de Ampicilina 
Ampicilina     50mg 
Agua destilada desionizada   20 ml 
 
Disolver la ampicilina en 10ml de agua destilada. Esterilizar por filtración 
(membrana millipore de 0.22um) Conservar a -20°C.  
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4. Solución stock 1X de Kanamicina 
Kanamicina     100mg 
Agua destilada desionizada   10 ml 
 
Disolver la kanamicina en 10ml de agua destilada. Esterilizar por 
filtración (membrana millipore de 0.22um) Conservar a -20°C.  
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ANEXO C. Reactivos  para la transfección con fosfato de calcio 
 
1. Buffer 2xHBS (Heps-buffered saline) 
Hepes 50mM     1.19gr 
NaCl 280mM     1.63 
Na2PO4 1.5mM     0.021gr 
KCl 10mM     0.074gr 
Glucosa 15mM     0.27gr 
Agua destilada desionizada   100 ml 
 
Esterilizar por filtración (membrana millipore de 0.22um) Conservar a -
20°C.  
 
2. Solución CaCl2 
CaCl2 2M      2.21gr 
Agua destilada desionizada   10 ml 
 
Esterilizar por filtración (membrana millipore de 0.22um) y conservar 
a -4°C 
 
3. Buffer TE ph 8 
TRIS-HCL 10mM    1.57gr 
EDTA 1mM     0.29gr 
Agua destilada desionizada   1000 ml 
 
 
ANEXO D. Reactivos y preparación agarosa para formación de placas 
virales 
 
1. Solución stock 5X de agarosa de bajo peso de fusión  
Agarosa 5%     5gr 
PBS 1x       100ml 
 
Esterilizar por autoclavado 121°C por 15 minutos y fraccionar 10ml de la 
agarosa en tubos falcon esteriles de 50ml. Conservar a 4°C 
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ANEXO E. Reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) 
 
1. Buffer TRIS-HCL 1M pH 6.8 
Tris        12.11 gr 
Agua destilada desionizada    100 ml 
 
2. Buffer TRIS-HCL 1.5 M pH 8.8 
Tris       18.17 gr 
Agua destilada desionizada    100 ml 
 
3. Buffer de Corrido 1x      
Tris base 25mM      2.9gr 
Glicina 192mM      14.4 
SDS (0.1%)      1gr 
Agua destilada desionizada    1000ml 
      
      Almacenar a 4°C y caliente antes de usar si se forman precipitados. 
     
4. Stock de acrilamida al 40% 
Acrilamida 
Bis-acrilamida 
Agua destilada desionizada  
 
Agregar 0.5 gr de carbona activado, agitar por 30 minutos y 
almacenar en frasco oscuro. 
 
5. Persulfato de amonio (APS) 
Persulfato de amonio 
Agua destilada desionizada 
 
6. SDS 10% 
SDS        10gr 
Agua destilada desionizada    100ml 
 
7. Gel de corrido al 10% en 10ml 
Agua destilada desionizada    4.8ml 
Tris 1.5M pH8.8      2.5ml 
Acrilamida40% Bis 1%     2.5ml 
APS 10%      0.1ml 
SDS 10%      0.1ml 
TEMED       0.01ml 
 
8. Gel de stacking al 4% en 10 ml 
Agua destilada desionizada    6.4ml 
Tris 1M pH6.8      2.5ml 
Acrilamida40% Bis 1%     1ml 
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APS 10%      0.1ml 
SDS 10%      0.1ml 
TEMED       0.01ml 
 
9. Buffer de carga 
Agua destilada desionizada    3.55ml 
Tris HCL 1M pH6.8     1.25ml 
Glicerol       2.5ml 
SDS 10%      2ml 
Azul de bromofenol     0.4ml 
 
 Adicionar 0.05ml de B-Mercaptoetanol a 950ul de búfer de carga antes de 
usar. Mezclar la muestra de proteína en un relación 1:2  (muestra: búfer de 
carga) y caliente a 95°C por 4 minutos. 
 
 
Reactivos de tinción de gel 
Tinción de Coomasie 
 
1. Azul brillante de Coomasie 
Azul brillante de Coomasie    0.25 gr 
Metanol       47.5ml 
Acido acético      10ml 
     Agua destilada desionizada    42.25ml 
 
2. Solución decolorante I 
Acido acético      17.5ml 
Metanol       125ml 
Agua destilada desionizada    250ml 
 
3.  Solución decolorante II 
Acido acético      17.5ml 
Metanol       12.5ml 
Agua destilada desionizada    250ml 
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ANEXO F. Reactivos para Western blot 
 
1. Buffer de transferencia 1x 
Tris base 25mM      2.9gr 
Glicina 192mM      14.4 
Metanol       200ml 
Agua destilada desionizada    800ml 
 
2. PBS 1x pH7.2 
Na2HPO4       1.15gr 
NaCl        8gr 
KCl        0.2gr 
KH2PO4       0.2gr 
Agua destilada desionizada    1000ml 
 
3. Buffer de bloqueo 
Tween-20  0.1%      0.1ml 
Leche en polvo descremada 5%    5gr  
  
PBS 1x       100ml 
 
4. Buffer de lavado 
Tween-20   0.1%      1ml   
PBS 1x       1000ml 
 
  
 
